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Einige Beobachtungen fiber die Bedeutung der Lipoide 
fir die Blutgerinnung. 
Von 
Adolf Herrmannsdorfer. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen 
'Direktor: Prof. Dr. M. Borst).) 


(Hingegangen am 17. Marz 1916.) 


A. Einleitung. 
1. Die Lehre von der Blutgerinnung und die gerinnungs- 
férdernden Substanzen der Gewebe. 
Unsere Anschauungen vom Wesen des Blutgerinnungsvor- 
ganges sind trotz der gewaltigen Anstrengungen, die zur Klarung 
dieser Frage besonders seit etwa Mitte des 19. Jahrhunderts 


gemacht worden sind, noch keineswegs endgiiltige’). 

Wenn auch bis zum Jahre 1860 Denis®*) schon eine Vorstufe des 
Fibrins in der Form des Serofibrins oder Plasmins dargestellt, Briicke*) 
die Tatsache der gerinnungshemmenden Eigenschaft der GefaBwand ge- 
funden und Buchanan‘) festgestellt hatte, daB auBer dem Fibrinogen, 
der Vorstufe des Fibrins, noch ein zweiter Gerinnungskérper, der im 
Serum enthalten ist, zur Gerinnung nétig sei, so gilt doch als eigentlicher 
Begriinder der heutigen Anschauungen Alexander Schmidt. In zahl- 
reichen Untersuchungen tat Schmidt dar, daB es sich bei der Blutge- 
rinnung um einen fermentativen Vorgang handele. Sein Verdienst 


1) Zusammenfassende Darstellung mit Angabe der bis 1905 erschie- 
nenen Literatur findet sich in den Ergebnissen d. Physiol. 4. Jahrg. 1905, 
1. und 2. Abt. S.307ff., Paul Morawitz, ,Die Chemie der Blutgerin- 
nung“; siehe ferner Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden von Abder- 
halden 5 1, 223ff., 1911, P. Morawitz, ,Die Blutgerinnung*, sodann 
Oppenheimers Handb. d. Biochemie 2 2, 40ff., 1909, P. Morawitz, 
»Die Gerinnung des Blutés*. 

*) Denis, Nouvelles études chimiques, physiol. et médic. sur les 
substances albuminoides, Paris 1856. — Mémoire sur le sang, Paris 1859. 

*) Briicke, Uber die Ursache der Gerinnung des Blutes. Virchows 
Archiv 12, 100ff., 1857. 

*) Buchanan, On the Coagulat. of the Blood and other fibrin- 
ferous Liquids. 1845. Proc. of the Philos. Soc. of Glasgow. II, S. 1844 
bis 1848. 
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ist es auch, nachdriicklich auf die Bedeutung hingewiesen zu haben, die 
den Blutzellen fiir den KoagulationsprozeB zuzuerkennen sei. Mannig- 
fach modifiziert und erginzt wurde die Lehre Schmidts dann in der 
Folgezeit unter anderen besonders durch Arthus und Pagés?), ferner 
durch Hammarsten’) und Pekelharing*). Diese Forscher fanden 
und betonten besonders die Unentbehrlichkeit der Kalksalze bei der 
Blutgerinnung. 

Schon Schmidt hatte darauf hingewiesen, daB das Fibrinferment 
(Thrombin), um in Wirksamkeit zu treten, der Aktivierung durch soge- 
nannte zymoplastische Substanzen bediirfe. Wahrend das Pro- 
thrombin, die Vorstufe des Fermentes, im Blutplasma zirkuliere, seien 
diese Aktivatoren in den Zellen, oder ganz allgemein, im Protoplasma 
iiberhaupt vorhanden. Durch Alkoholextraktion kénne man diese 
hitzebestandigen, chemisch nicht einheitlichen Stoffe aus den Ge- 
weben gewinnen‘). Bereits vor ihm hatte Rauschenbach»®) die Existenz 
einer Vorstufe des Fermentes in den Geweben, besonders den nuclein- 
reichen, behauptet und ihr den Namen Protozym gegeben. Schmidt 
wich von dieser Ansicht insofern ab, als er die eigentliche Fermentvor- 
stufe als Prothrombin im Plasma annahm und den zymoplastischen Ge- 
websbestandteilen kinetische Funktion fiir das Proferment zusprach. Die 
Bedeutung der Gewebsextrakte fiir die Gerinnung wurde dann in Zukunft 
allgemein anerkannt und versucht, die chemische Konstitution der wirk- 
samen Komponente festzulegen. Pekelharing®) glaubt, sie als Nucleo- 
proteide ansprechen zu miissen. Nach ihm sollen diese eiweiBartigen 
Substanzen durch Zusammentritt mit den Blutkalksalzen das Fibrin- 
ferment liefern. Nach Halliburton’) ist das gerinnungauslésende 
Prinzip der Gewebssafte ein Globulin mit Fermentcharakter. Spiiter trat 
er der Ansicht von Pekelharing bei’). Der Erforschung der zymo- 
plastischen Faktoren widmeten sich dann besonders auch Fuld und 


’) Arthus und Pagés, Nouvelle théorie chimique de la ocoagula- 
tion du sang. Arch. de Physiol. 22, 739 bis 746, 1890. 

*) Hammarsten, Uber d. Bedeutung d. léslichen Kalksalze usw. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 22 und 27. 

*)C. A. Pekelharing, Uber d. Bedeutung d. Kalksalze f. d. Ge- 
rinnung. Beitrage fiir R. Virchows Festschrift I, 1891. 

*) A. Schmidt, Zur Blutlehre, Leipzig 1892; Weitere Beitrage zur 
Blutlehre, Wiesbaden 1895. 

5) Rauschenbach, Uber die Wechselwirkungen zwischen Proto- 
plasma u. Blutplasma. Inaug.-Diss. Dorpat 1883. 

*) C.A. Pekelharing, Ein paar Bemerkungen iiber Fibrinferment. 
Diese Zeitschr. 11, 1 bis 11, 1908. 

*) Halliburton, Uber d. Gerinnung d. Blutes. Proc. roy. Soc. 44, 
225 bis 268, 1888; Uber d. Natur d. Fibrinfermentes. Journ. of physiol. 
9, 229f. 

*) Halliburton, Nucleoproteide. Journ. of physiol. 18, 306f., 1895. 
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Spiro’) und Morawitz*). Dieser stellte fest, daS man durch Extrak- 
tion mit Kochsalzlésung aus allen, vornehmlich aber aus den nuclein- 
reichen Geweben (Thymus, Lymphdriisen usw.) stark gerinnungsférdernde 
Safte erhalt. Die wirksamen Bestandteile sind nicht alkoholléslich, 
gehen beim Erwarmen auf 70°C zugrunde, sind sehr labil und 
daher schwer in Trockne zu gewinnen®). Morawitz fihrte fiir 
diese Stoffe, die chemisch nicht naher charakterisiert sind, den Namen 
Thrombokinase ein und gab in Ubereinstimmung mit Fuld und Spiro 
der fermentativen Auffassung der Blutgerinnung die allgemein be- 
kannte und heute wohl am meisten anerkannte Form. 

Schon friihzeitig wurde die Fermentnatur des Gerinnungsvorganges 
jedoch angezweifelt. Schmidt selbst lieB sich dazu eine zeitlang be- 
stimmen. Freund‘) versuchte den KoagulationsprozeB folgendermaBen 
rein chemisch zu erklaren, ohne allerdings damit Anklang zu finden. 
Aus den durch Adhiasion geschiadigten roten Blutkérperchen sollen Phos- 
phate austreten, die mit den Kalksalzen des Blutplasmas einen Nieder- 
schlag ergeben und so das Fibrin mechanisch mitreiBen. Auch Lilien- 
feld®) leugnete den Fermentcharakter des Vorganges. Nach ihm kommt 
die Gerinnung durch ein Spaltprodukt der in den Blutplittchen und 
Leukocyten enthaltenen Nucleoproteide zustande. Dieses, Leukonuclein 
genannt, erzeugt bei Gegenwart von Kalksalzen aus Fibrinogen ein un- 
lésliches Produkt. Die Wirkung der zymoplastischen Substanzen nach 
Schmidt beruht nach ihm auf sauren Phosphaten. Als einer der ersten 
bestritt Wooldridge®), daB ein Ferment bei der Koagulation im Spiele 
sei. Nach ihm ist das Thrombin nur ein Produkt der Gerinnung. Auf 
seine sonst wenig geteilten Anschauungen griff neuerdings Nolf’) zuriick 


1) Fuld, Centralbl. f. Physiol. 1903. — Fuld und Spiro, Beitrage 
z. chem. Physiol. u. Pathol. 5; Fuld und Spiro, Der EinfluB einiger ge. 
rinnungshemmender Agenzien usw. Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
5, 171. 

*) P. Morawitz, Beitrige zur Kenntnis d. Blutgerinnung 1. Arch- 
f. klin. Med. 79, 1f.; Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 133; Er- 
gebnisse d. Physiol. IV. Jahrg., 1. u. 2. Abt., 1905. 

*) Vgl. auch Fuld, Ober d. Zeitgesetz d. Fibrinfermentes. Bei- 
triage z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 514f. 

4) Freund, Uber d. Ausscheidung v. phosphorsaurem Kalk als Ur- 
sache d. Blutgerinnung. Wiener med. Jahrb. 1889, 554 bis 568. 

5) Lilienfeld, Uber Blutgerinnung. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
22, 89f. 

*) Wooldridge, Die Gerinnung d. Blutes. Deutsch von M. v. Frey, 
Leipzig 1891. 

”) P. Nolf, Eine neue Theorie d. Blutgerinnung. Ergebn. f. innere 
Med. u. Kinderheilkunde 10, 275 bis 341, 1913. — Contribution 4 |’étude 
de la coagulation du sang, 3* mémoire. Arch. internat. de Physiol. 6, 
H. 1, 1908. 


1* 
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und versuchte, das Problem vom kolloidchemischen Standpunkt aus zu 
lésen. Nach ihm treten bei der Gerinnung wenigstens drei Kolloide zu- 
einander in Beziehung, und zwar in zwei Phasen. In der ersten kommt 
es bei Gegenwart von Ca-Ionen zu einer Verbindung von Thrombogen 
und Thrombozym (letzteres entspricht etwa der Morawitzschen Throm- 
bokinase); in der zweiten wird dann das Fibrin ausgefillt. Auch nach 
Nolf ist das Thrombin nicht Veranlassung, sondern Produkt der Gerin- 
nung. Wie Wooldridge, ist auch er der Meinung, daB alle zur Blut- 
koagulation erforderlichen Stoffe bereits im str6menden Blute vorhanden 
sind. DaB es hier nicht zur Gerinnung kommt, liegt daran, daB die in 
Betracht kommenden Kolloide nur triage aufeinander reagieren, und 
andererseits von der Leber gebildete Antikérper hemmend wirken. Eine 
Beschleunigung und damit Auslésung des Prozesses tritt erst unter der 
Einwirkung thromboplastischer Substanzen ein. Diese sind nicht 
unbedingt erforderlich, beschleunigen aber den Ablauf der Reaktion sehr. 
Die Natur der thromboplastisch wirksamen Stoffe ist durchaus nicht 
einheitlich. In den Geweben sind sie reichlich vorhanden. AuBer diesen 
kann man aus den Geweben auch noch Thrombozym extrahieren. So 
tritt stets Thrombozym aus den Zellen des Blutes und der GefaéBwand 
ins Blut. Allerdings ist es nur in solchen Geweben vorhanden, die mit 
BlutgefaBen versorgt sind (z. B. nicht im Sperma). 

Nolf fa8t den ganzen Gerinnungsvorgang also auf als Unterbrechung 
eines Gleichgewichtszustandes in einer kolloidalen Lésung mit Vereinigung 
und Unléslichwerden der bis dahin gelésten Kolloide. Thromboplastisch 
wirkt dabei jeder Stoff oder Einflu8 irgendwelcher Art, der den Gleich- 
gewichtszustand in dem Sinne stért, daB es zu den Reaktionen Thrombo- 
zym -+- Thrombogen = Thrombin, und Thrombozym -++ Thrombogen 
+ Fibrinogen = Fibrin kommt. AuBer Gewebsextrakten, von denen 
die alkoholischen viel weniger intensiv wirken als die waGrigen, entfaltet 
beispielsweise thromboplastischen Einflu8 Adhiasion an einer Glas- oder 
Metallwand, fein pulverisierte Stoffe, wie Glas- oder Kohlepulver, Ver- 
diinnung eines Oxalatplasmas u.a.m. Wahrend die Morawitzsche 
Kinase eine fermentartige Funktion erfiillt, faBt Nolf die thromboplasti- 
schen Wirkungen rein physikalisch-chemisch auf. Die Rolle, welche die 
Gewebsextrakte spielen, sieht er von dem Standpunkte aus an, daB 
Kolloidlésungen durch andere, in einem bestimmten Verhaltnis zugesetzte 
Kolloide ausgefillt werden. Die Wirkung des zugesetzten Kolloids 
hingt dabei ganz ab ,von der chemischen Natur und dem physikalischen 
Zustand der thromboplastischen Substanz, nimlich von der Ausdehnung 
der Kontaktflachen mit der Lésung und von ihrer elektrischen Polaritat*. 

Dieser kolloidchemischen Betrachtungsweise neigen neuerdings viele 
Forscher zu. So vor allem Hekma'), Howell, Rettger, Stromberg’) 

1) E. Hekma, Uber das Fibrin und seine Beziehungen zu einigen 
Problemen der Biologie u. Kolloidchemie. Mit bes. Beriicks. des Blut- 
gerinnungsproblems. Diese Zeitschr. 62, 161, 1914; 63, 184 bis 203, 204 
bis 220; 64, 86, 1914; 65, 311, 1914. 

*) H. Stromberg, Methodisches iiber Blutgerinnung nebst Be- 
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und andere. Im Einklang mit den weiten Grenzen, die Nolf dem Be- 
griff der thromboplastischen Wirkung und Substanzen steckt, zeigte 
de Waele’), daB die verschiedensten Stoffe (kolloidale Metalle, Salz- 
siure, Alkohol, Olivenél, Jodkali und andere), Tieren intravenéds beige- 
bracht, thromboplastisch wirken. Dabei folgt auf eine positive (gerin- 
nungsbeschleunigte) Phase eine negative. Howell*) und Rettger’*) 
gehen so weit wie Nolf, daB sie den von den Zellen und Geweben ge- 
lieferten zymoplastischen Substanzen eine spezifische Bedeutung fiir die 
Entstehung des Thrombins absprechen. Deren Wirksamkeit sei durchaus 
derjenigen solcher Stoffe gleichzusetzen, die durch groBe Oberflaiche, also 
physikalisch-chemisch wirkten (Kohle-, Glaspulver). Nicht im Einklang 
hiermit steht die Feststellung Loebs*), da8 die aus den Geweben zu 
gewinnenden, gerinnungsférdernden Stoffe, die er Koaguline nennt, in 
der Wirbeltierreihe spezifisch wirken. Zu dem gleichen Ergebnis kam 
Muraschew'). Auch die Versuche Rumpfs*®) sprechen fiir eine spe- 
zifische Wirkung, wenigstens der Thrombokinase. 


2. Die Anschauung von der Lipoidnatur der thromboplasti- 
schen Substanzen. 


Aus dem bisher Dargelegten geht hervor, daB die Mei- 
nungen tiber Wesen und Wirkung der gerinnungsbeschleunigen- 


den Gewebsbestandteile sehr weit auseinandergehen. Einerseite 
ist bis heute nicht geklirt, ob es sich um Fermente, eventuell 
deren Vorstufen, in den Geweben handelt oder nicht, und 


merkungen iiber d. Wesen d. Gerinnungsvorganges. Diese Zeitschr. 37, 
H. 171, 1911. 

*) H. de Waele, L’action thromboplastique est générale et commune 
usw. Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. experim. Ther. Orig. 17, S. 314 
bis 332. 

*) Howell, The coagulation of blood. The Cleveland medic. Journ. 
Januar u. Februar 1910; Ders., The preparation and properties of thrombin, 
together with observations on antithrombin and prothrombin. Amer. 
Journ. of physiol. 26, 453 bis 473, 1910. 

5) L. J. Rettger, The coagulation of blood. Amer. Journ. of 
physiol. 24, 406 bis 435, 1909. 

*) L. Loeb, Uber die Anwesenheit spezifischer Koaguline in den 
Geweben usw. The medic. News, New York, August 1903. 

5) Muraschew, Uber d. Spezifizitat d. Fibrinfermentes usw. Arch. 
f. klin. Med. 80, 187f. 

*) Fr. Rumpf, Uber d. Einflu8 d. Lipoide auf d. Gerinnung d. 
Blutes. Diese Zeitschr. 55, H. 1/2, 101 bis 115, 1913. 
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andererseits ist dementsprechend die chemische Struktur des 
aktiven Prinzips noch unbekannt. 

In neuerer Zeit mehren sich nun die Untersuchungen, die 
nachzuweisen suchen, daB die thromboplastischen Gewebskom- 


ponenten Lipoidnatur besitzen. 


Es wurde schon erwiahnt (s. oben 8. 2), daB Schmidt") durch 
Alkoholextraktion hitzebestindige Gerinnungsausléser aus den Geweben 
gewinnen konnte. Er ging dabei so vor, daB er Leber mehrmals mit 
siedendem Alkoho] behandelte, das erhaltene Extrakt in Wasser emul- 
gierte und die Emulsion zu Pferdeplasma zusetzte. Auch andere Organe 
(Lymphdriisen, Pferdeblutkérperchen, Gehirn, Pankreas, Froschmuskeln) 
lieferten gleich wirksame Ausziige. Aus Blutplasma und -serum waren 
sie gleichfalls darstellbar, allerdings in geringerer Menge. Schmidt 
konstatierte, daB diese Extrakte reichlich Lecithin enthalten*). Zwei 
Schiler Schmidts, von Samson-Himmelstjerna*) und Nauk‘), 
fanden in ihren Experimenten eine gerinnungsbeschleunigende Wirkung 
von Lecithin. Dies wurde von Wooldridge bestatigt. Nach seiner 
Theorie tritt bei dem Koagulationsvorgange ein A-Fibrinogen und ein 
B-Fibrinogen zusammen; dabei iibertrigt das A Lecithin auf das B°). 
Ferner fand er, da8 Lecithin Peptonblut zur Gerinnung bringe*). Spiro 
und Ellinger’) gelang es, Pepton- und Hirudinplasma durch ein hitze- 
bestandiges Alkoholextrakt aus Leukocyten schnell zu koagulieren. Ho- 
well®) konnte 4us getrocknetem Hirn oder Thymus ein atherisches Ex- 
trakt gewinnen und darin ein dem Kephalin nahestehendes Phosphatid 
feststellen. Dieses entwickelte deutlich thromboplastisches Vermégen. 
Ovolecithin (aus Eidotter hergestelltes Lecithin) zeigte diese Fiahigkeit 
nicht. Die thromboplastische Wirkung seines Phosphatids erklart sich 
Howell dadurch, daB es das im Peptonplasma vorhandene Antithrombin 
neutralisiere. Auf dem Physiologenkongre8 in Wien 1910 betonte dann 
Freund die gerinnungsférdernden Eigenschaften des Lecithins wieder 


' A. Schmidt, Zur Blutlehre. Leipzig 1892, S. 99. 

*) Le. S. 106. 

%) von Samson-Himmelstjerna, Experimentelle Studien iiber 
das Blut. Inaug.-Diss. Dorpat 1882. 

*) Nauk, Uber eine neue Eigenschaft d. Produkte der regressiven 
Metamorphose. Inaug.-Diss. Dorpat 1886. 

5) Wooldridge, Zur Gerinnung des Blutes. Arch. f. Anat. u. 
Physiol. Physiol. Abt. 1888, 8. 389 bis 393; Ders., Beobachtungen iiber 
die Koagulation des Blutes. Journ. of Physiol. 4, 367 bis 369, 1884. 

*) Wooldridge, Chem. of the blood 1893. 

”) Spiro und Ellinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 23, 121, 1897. 

*) W. H. Howell, The nature and- action of the thromboplastic 
(zymoplastic) substance of the tissues. Amer. Journ. of physiol 31, 1 
bis 21, 1912. 
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besonders, die bei Gegenwart von Kalksalzen zur Geltung kamen. Ebenso 
verhalte sich das Kalksalz der Dioleinglycerinphosphorsaure, eines Le- 
cithinbestandteiles. Ein styptisch wirkendes Priaparat fiir die chirurgische 
Praxis stellten dann Kocher und Fonio’) her aus Blutplattchen. Dieses 
Koagulin Kocher-Fonio ist alkohol- und kochsalzléslich. 

Nach alledem stand so ziemlich fest, daB es thromboplastisch 
wirkende Lipoide gibt. Zak unternahm es neuverdings nun nachzuweisen, 
da& die Thrombokinase von Morawitz Lipoidnatur besitzt*). Er stellte 
sich aus Rinderhirn Phosphatide her, und zwar nach der Methode von 
Erlandsen®). Das zerkleinerte und getrocknete Hirn wurde mit Petrol- 
ather extrahiert, dieses petrolitherische Extrakt mit Aceton gefiallt, der 
Niederschlag wieder in Petrolither gelést und die Fillung mit Aceton 
noch zweimal wiederholt. Durch CO, wurde die letzte petrolitherische 
Lésung getrocknet und dies im Vakuum vervollstindigt. Die so ge- 
wonnenen rotlich-gelben Massen lieBen sich gut emulgieren und wurden 
dann verwendet. Bei Zusatz solcher Emulsion zu Pferdecitratplasma, 
das durch 5°/,ige CaCl,-Lésung zur Gerinnung gebracht wurde, fand er 
gegeniiber der Kontrolle eine erhebliche Beschleunigung. Citrat- oder 
Oxalatplasma, dessen Lipoidgehalt durch 18- bis 30 stiindiges Schiitteln 
mit Petrolaéther herabgesetzt war, konnte durch CaCl, nur langsam oder 
gar nicht koaguliert werden. Zusatz der Phosphatidemulsion aber rief 
wieder schnelle Gerinnung hervor. Zak schlie8t hieraus, daB die Plasma- 
lipoide fiir den GerinnungsprozeB gerade so wichtig und unentbehrlich 
seien wie Kalksalze, und daB die Plasmalipoide die Rolle einer Kinase 
spielen. Um diese These weiter zu stiitzen, nahm er noch qualitative 
Anderungen der Plasmalipoide vor. Steapsin(Griibler) hob die Gerinnung 
auf, ebenso Pankreatin (Rhenania); auch Tabakdiastase wirkte ahnlich. 
Saponin, das mit Lipoiden reagiert (nach Porges und Neubauer‘) 
werden durch Saponin Cholesterinaufschwemmungen gefiallt, Lecithin- 
aufschwemmungen geklart), hemmte die Gerinnung, und zwar mit stei- 
gender Menge des Zusatzes. Ferner konnte Zak beobachten, daB Alka- 
loide, die lecithinfallend wirken, auch Gerinnung hemmen. Auch Aceton, 
das Phosphatide fallt, wirkte gerinnungshemmend. — Weitere Beobach- 
tungen ergaben®), daB im Oxalatplasma, das laingere Zeit im Eisschrank 
stand und die von Hammarsten®) mitgeteilte Sedimentierung gerin- 
nungswichtiger Substanzen zeigte, durch Phosphatidemulsion die Gerin- 
nungsverzégerung riickgiingig gemacht werden konnte. Auch die durch 


1) Fonio, Korrespondenzblatt f. Schweizer Arzte 1913, Nr. 13. 

*) E. Zak, Studien zur Blutgerinnungslehre. I. Mitteilg. Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmakol. 70, 27 ff., 1912. 

8) Siehe hieriiber Bang, Biochemie der Zellipoide. Ergebn. d. 
Physiol. 6. 

*) Porges und Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152f., 1908. 

‘) E. Zak, Studien zur Blutgerinnungslehre. II. Mitteilg. Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmakol. 74, 1ff., 1913. 

*) Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 333f., 1896 
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Filtration durch Berkefeldfilter erzeugte Ungerinnbarkeit des Plasmas’) 
kann auf diese Weise wieder behoben werden. Das wirksame Moment 
fiir die Beeintrichtigung des Koagulationsvermégens soll in beiden Fallen 
in der Entfernung der Blutplaéttchen zu suchen sein. Zak schlieBt da- 
her auf ,eine teilweise funktionelle Identitét der Blutplittchen und der 
in die Gruppe der Lecithine gehérenden Hirnphosphatide*. Ferner fand 
er, daB lipoidarm gemachte Erythrocytenstromata eine schnellere Ge- 
rinnung hervorrufen als lipoidhaltige, und schloB daraus, daB in den 
Stromata hemmende Lipoide vorhanden seien. Die extrahierten Erythro- 
cytenlipoide verlangsamten auch in der Tat. Man findet unter ihnen 
das Cholesterin reichlich vertreten. Da auch sonst biologisch ein Anta- 
gonismus zwischen Cholesterin und Lecithin besteht, ging Zak an die 
Priifung der reinen Cholesterinwirkung. Nach Uberwindung sich ent 
gegenstellender technischer Schwierigkeiten gelang es, durch Verreiben 
von Cholesterin mit Oxalatplasma, nachfolgenden 2 stiindigen Aufenthalt 
der Mischung bei 0° und ebenso lange im Brutschrank ein Cholesterin- 
plasma zu erhalten, das durch CaCl, nur verzégert gerann. Da jedoch 
diese Versuche nicht gleichmaBig ausfielen, erscheint die hemmende Wir- 
kung des Cholesterins Zak selbst noch nicht geniigend sichergestellt. 
Ein Vergleich zwischen dem EinfluB von Rinderhirnphosphatid- und 
lipoidarmen Erythrocytenstromatazusatz ergab eine 10 mal stirkere Be- 
schleunigung durch erstere. ,Die gerinnungsauslésende Wirkung der 
Lecithine ist also eine spezifische“*). Auf Grund all dieser Versuche ist 
Zak von der lipoiden Natur der Morawitzschen Thrombokinase iiber- 
zeugt. — Im Reagensglase hatten lipolytisch wirkende Fermente eine 
hemmende Wirkung gezeigt. Bei intravenéser Injektion von Steapsin 
(Griibler) und Pankreatin (Rhenania)*) trat dasselbe Ergebnis auf. In- 
aktivierte Zak das Ferment jedoch vor der Einspritzung, so erzielte er 
durch diese eine Gerinnungsbeschleunigung. Hieraus folgert er eine 
spezifische Bedeutung der Lipase fiir die Blutgerinnung. Er glaubt, daB 
die Blutlipase den stets zustrémenden, gerinnungsauslésenden, lecithin- 
artigen Stoffen entgegenwirke und so das Blut intravascular fliissig 
erhalte. 

Zu den gleichen Ansichten iiber Thrombokinase wie Zak kamen 
auf Grund ihrer Versuche J. Bordet und L. Delange. Schon friher 
wiesen diese beiden Autoren nach, daB8 von den Blutzellen fiir die Bildung 
des Thrombins die Blutplittchen eine besondere Bedeutung besitzen, und 
zwar wegen ihres Gehaltes an Thrombokinase oder Cytozym, wie sie es 
nennen. Das Cytozym der Blutplittchen und das der Gewebe sind 
miteinander identisch. Abweichend von Morawitz fanden sie es thermo- 


1) W.Cramer und Harold Pringle, Quarterly Journ. of experim 
Physiol. 6, Nr. 1, 5, II, 1913. 

*) Siehe Anmerk. 5 Seite 7. 

*) E. Zak, Uber Beeinflussung der Blutgerinnung durch spezifisch 
wirkende Substanzen. Verhandl. d. Ges. deutscher Naturf. u. Arzte, 
85. Vers., Wien, Sept. 1913. Tl. 2, H. 2, S. 297 bis 298, 1914. 





Bedeutung der Lipoide fiir die Blutgerinnung. 9 


stabil’). Kurz vor Erscheinen der ersten Mitteilung von Zak*) berich- 
teten die beiden Forscher, daB das aus Blutplittchen, Muskelsaft uni 
Pepton gewinnbare Cytozym in Alkohol, Chloroform, Toluol léslich, in 
Aceton jedoch so gut wie unléslich sei*). Das Fibrinferment entsteht 
nach ihnen durch Zusammentritt dieses thermostabilen Cytozyms und 
des thermolabilen (bei 56° inaktivierbaren) Serozyms (= Thrombogen) 
bei Anwesenheit von Ca-Salzen*). Das Cytozym erklirten sie vorliufig 
noch nicht mit aller Bestimmtheit fiir eine Lipoidsubstanz, glaubten aber 
insofern die Frage nach seiner chemischen Charakterisierung vorangebracht 
zu haben, daB eine groBe Reihe von Substanzen, besonders albuminoide 
Stoffe, hierfiir nicht mehr in Betracht kamen. Ihr niachstes Ziel war nun 
méglichste Reindarstellung des Cytozyms‘). Zu diesem Zwecke extra- 
hierten sie gut gewaschene Blutplattchen mit 25 Teilen absoluten Alkohols, 
verdampften diesen und nahmen den Riickstand mit derselben Menge 
Alkohols wieder auf, zentrifugierten und filtrierten. Der Riickstand lieB 
sich aber auch ebensogut in aqua destillata emulsionieren. Diese Extrakte 
entwickelten starke cytozymatische Wirkung. Minimalste Mengen ge- 
trockneten und dann emulgierten Extraktes (*/999) mg!) wirkten schon 
gerinnungsauslésend. Der Riickstand war auBer in Alkohol auch in 
Toluol, Petrolather, Chloroform léslich, fast gar nicht dagegen in Aceton. 
Dasselbe Extrakt erhielten sie aus Muskelsaft. Zur Reindarstellung 
dampften sie alkoholisches Muskelextrakt bei 40° bis auf */, seines 
Volumens ein, wobei sich ein Gemisch alkoholunléslicher Stoffe nieder- 
schlug, die jedoch wasserléslich und fiir die Gerinnung inaktiv sind, also 
kein Cytozym. Wabhrscheinlich handelt es sich um Stoffe der regressiven 
Metamorphose des Muskels (z. B. Kreatin) und Salze. Aus getrockneten 
Muskeln konnten sie durch Toluol kein Cytozym gewinnen; dies gelang 
nur dann, wenn das Cytozym erst mit Alkohol in Beriihrung gekommen 
und dadurch fiir das Toluol léslich gemacht worden war. Diese Beob- 
achtung wurde nun dazu benutzt, die im Muskel enthaltenen Fettsub- 
stanzen aus den Extrakten zu eliminieren, indem die getrockneten Mus- 


1) J. Bordet u. L. Delange, L’intervention des plaquettes san- 
guines dans la coagulation du sang. Bull. de l’Académie roy. de Méd. de 
Belgique 1911. — La coagulation du sang et la genése de la thrombine. 
Ann. de 1|’Inst. Pasteur 1912. 

*) J. Bordet u. L. Delange, Betrachtungen iiber die Rolle der 
Lipoide bei der Blutgerinnung. Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 71, 293 f. 
1913. 

’) J. Bordet u. L. Delange, Sur la nature du principe coagulant 
du suc de muscles, de la pepton, et des plaquettes. Ann. et bull. de la 
soc. roy. d. scienc. méd. et natur. de Bruxelles 70, 404 bis 408, 1912. 

*) J. Bordet u. L. Delange, La coagulation du sang et la genése 
de la thrombine. Ann. de |’Inst. Pasteur 26, 657 bis 674 u.737 bis 766, 1912. 

5) J. Bordet u. L. Delange, Sur la nature du cytozyme, Recher- 
ches sur la coagulation du sang. Ann. de |’Inst. Pasteur, Jahrg. 27, Nr. 5, 
341 bis 357, 1913. 
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keln zunichst mit Toluol ohne Cytozymverlust entfettet wurden. Aus 
so vorbehandelten Muskeln wurde dann ein Alkoholextrakt gemacht und 
dieses nach Verdampfen des Alkohols in Toluol gelist. Dabei blieben 
dann weitere inaktive Verunreinigungen des Extraktes ungelést zuriick. 
Durch Aceton ist ein solches reines, in Toluol geléstes Cytozym fast ganz 
ausfaillbar. Der Vergleich ihrer Methode mit den fiir die Lipoiddarste!- 
lung iiblichen machte die Verfasser darauf aufmerksam, daB die cytozym- 
haltigen Extrakte diejenigen sind, die das Muskel- oder Zellecithin ent- 
halten. Sie legten sich daher die wichtige Frage vor: ist das Cytozym 
nur eine Begleitsubstanz des Lecithins oder selbst Lecithin? Die darauf 
gerichteten Untersuchungen machten es im hiéchsten Grade wahrscheinlich, 
da8 das Cytozym lecithinartig gebaut ist. Dafiir spricht auch der Um- 
stand, daB das im Handel erhiiltliche Lecithin-Agfa Cytozym ersetzen 
kann bei der Gerinnung. Trotzdem méchten die Verfasser auch jetzt 
noch nicht mit Bestimmtheit die Identitaét von Cytozym und Lecithin 
behaupten, halten sie jedoch fiir iiberaus wahrscheinlich. Ihr Ziel, ein 
moglichst aktives und mdglichst wenig verunreinigtes Cytozym, glauben 
sie erreicht zu haben. Sie priiften nun weiterhin das intravenése Ver- 
halten dieses Stoffes und fanden, da8 eine Emulsion in physiologischer 
Kochsalzlésung davon nicht toxisch wirkt'). Die Gerinnbarkeit des Blutes 
wird durch solche Injektionen bedeutend gesteigert. Fangt man das Blut 
eines so behandelten Tieres in einem paraffinierten GefiBe auf, so gerinnt 
es! Ein Beweis, daB das Wirksame beim Paraffinieren die Verhinderung 
der Thrombokinaseabgabe sei. Die gerinnungsférderliche Wirkung der 
Einspritzungen war allerdings nur von sehr kurzer Dauer (héchstens 
1/, Stunde). Es folgt darauf keine negative Phase (d. h. Verlangsamung). 

Die hier kurz wiedergegebenen Anschauungen von Zak, Bordet 
und Delange werden von Rumpf und Pekelharing bekiampft. 
Rumpf, ein Schiiler von Morawitz, stellte vergleichende Untersuchungen 
an iiber die Wirkung der Thrombokinase und der nach Zak gewonnenen 
Rinderbirnphosphatide*). Er fand bei Gebrauch der Phosphatide in der 
Tat eine geringe Beschleunigung, doch wirkte die durch Kochsalz- 
extraktion aus Leber gewonnene Thrombokinase ganz unvergleichlich 
stirker. Rumpf lehnt daher die Behauptung von der Identitat dieser 
beiden Substanzen ab. Mit Petrolither ausgeschiitteltes Plasma wurde 
leicht triib befunden. ,Da nur Lipoidzusatz, nicht aber Thrombokinase 
und CaCl, das Plasma zur Gerinnung bringen kénnen, so erscheint die 
Ansicht wohl begriindet, daB die Lipoidarmut des Plasmas ungiinstige 
Bedingungen fiir den Ablauf der Gerinnung abgibt.“*) Solches lipoid- 
armes Plasma gerinnt auch auf Zusatz von frischem Blutserum nicht, 


1) J. Bordet u. L. Delange, Injections intraveineuses de cytozyme 
et coagulabilité du sang. Compt. rend. kebdom. d. séance de la soc. de 
biol. 75, Nr. 28, 8. 168 bis 170, 1913. 

*) Friedr. Rumpf, Uber den Einflu8 der Lipoide auf die Gerin- 
nung des Blutes. Diese Zeitschr. 55, H. 1/2, 101 bis 115, 1913. 

3) Lc. S. 108. 
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obwoh! darin doch neben fertigem Thrombin auch Lipoide enthalten sind! 
Rumpf schlieBt, ,daB die Bedingungen im lipoidarmen Plasma offenbar 
doch sehr komplizierter Natur sind“*) und weist ,auf die Méglichkeit 
von Anderungen physikalischer Faktoren hin, an die bei einem so kom- 
plizierten Gemenge, wie es das Plasma ist, entschieden gedacht werden 
miisse“. In einem Serum-Fibrinogengemisch konnte Rumpf durch 
Phosphatidzusatz nur eine Gerinnungsbeschleunigung von 30°, durch 
Thrombckinase von 600°), erzielen. Er erkennt demgema8 an, daB die 
Lipoidsubstanzen aus Rinderhirn férderlich wirken, glaubt jedoch, sie auf 
eine Stufe mit den durch fein verteilte Fremdkérper hervorgerufenen 
thromboplastischen Wirkungen stellen zu sollen. Bei Peptonblut konnte 
nur durch Thrombokinase, nicht durch Phosphatide oder Kohleaufschwem- 
mung Gerinnung ausgelést werden. Er schlieBt daraus, da8 nicht nur 
quantitative, sondern auch qualitative Unterschiede zwischen Tkrombo- 
kinase und Lipoiden bestehen. Auch bei Hirudinblut erzielte er ahnliche 
Ergebnisse. 

Pekelharing*) verneint ebenfalls auf Grund seiner Experimente 
die Bedeutung der Lipoide fiir die Blutgerinnung im Sinne von Zak, 
Bordet und Delange. Wie Rumpf duBert auch er Bedenken, daf 
einfach die Entfernung der Lipoide aus dem Plasma das wirksame 
Moment bei der Petrolaitherausschiittelung sei. Es gelang ihm namlich, 
die Ungerinnbarkeit des so behandelten Oxalatplasmas durch nachfolgende 
Durchleitung von Luft und CO, wieder aufzuheben, ohne dazu eines 
Lipoidzusatzes zu bediirfen. Nach ihm wirkt der Petrolither da- 
durch, daB er infolge der Schiittelbehandlung in feinster Emulsion ins 
Plasma iibertritt. Daher auch die leichte Triibung nach dieser Prozedur. 
Das Durchleiten von Luft und CO, entfernt ihn wieder und hebt damit 
die Ungerinnbarkeit auf. Da8 Phosphatide beschleunigen, gibt auch er zu. 
Hypothesen iiber die Art ihrer Wirkung seien jedoch bei dem heutigen 
Stande unseres Wissens verfriiht. Pekelharing halt an seiner schon 
oben (S. 2) mitgeteilten Theorie fest, nach der die geformten Elemente 
des Blutes an dieses bei der Gerinnung Nucleoproteide abgeben, die mit 
Ca-Salzen Fibrinferment liefern. Durch seine Versuche kommt er zu der 
Uberzeugung, daB die beschleunigende Wirkung des Lecithinzusatzes auf 
der Neutralisation im Oxalatplasma vorhandener gerinnungshemmender 
Stoffe beruht, nicht auf thrombokinetischer Wirkung*). Bordet und 
Delange gegeniiber bezweifelt er, daB das Thrombin durch Zusammen- 
tritt von Serozym und lipoidartigem Cytozym entsteht, da ja lipoidarm 
gemachtes Plasma durch Luft- und CO,-Durchleitung wieder gerinnbar 
wird. Gelegentlich konnte sogar eine leicht hemmende Wirkung von 
Lecithin beobachtet werden. Er kommt zu dem Schlu8: ,Die Phospha- 


1) 1c. S. 108. 

*) C. A. Pekelharing, Uber den Einflu8 von Phosphatiden auf 
die Blutgerinnung. Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, H. 1/2, 
22 bis 38, 1914. 

*) Vgl. hiermit die Ansicht Howells (s. 0. S. 6). 
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tide wirken nur insoweit, als sie imstande sind, Hindernisse gegen die 
Bildung des Thrombins aus Nucleoproteiden und Kalksalzen und gegen 
die Bildung oder die Ausscheidung des Fibrins fortzuriumen. Sie sind 
also nicht als ,Kinasen‘ im gelaufigen Sinne des Wortes zu betrachten“?*). 
Die Morawitzsche Thrombokinase besteht ebenso wie sein Thrombogen 
aus Nucleoproteiden’). 

Gegeniiber diesen Feststellungen von Rumpf und Pekelharing 
halten Bordet und Delange daran fest, daB durch eine Vereinigung 
von Serozym und lipoidartigem Cytozym Thrombin entsteht*). Sie pri- 
zisieren ihre Anschauungen itiber Thrombokinase und Lipoide aber noch 
genauer und geben zu, da8 Gewebssafte fiir die Gerinnung des Sauge- 
tierblutes sehr férderlich wirken; jedoch seien sie keineswegs unbedingt 
erforderlich. Die Blutplittchenwirkung beruht auf ihrem Cytozymgehalt. 
Die Gewebe enthalten diese lipoidartige Substanz auch, jedoch auBerdem 
noch andere Gerinnungsbeschleuniger. Letztere sind kochsalzléslich und, 
wie sie Rumpf und Pekelharing zugeben, weit wirksamer als ihr 
Cytozym oder Blutplattchen. Sie lieferten dafiir auch den experimentellen 
Nachweis: */, Stunde auf 57° erhitzter Gewebssaft wird zwar nicht in- 
aktiv, verliert aber erheblich an cymoplastischer Kraft. Gewebssaft 
enthalt also auBer lipoidem Cytozym noch eine sehr viel labilere Sub- 
stanz, die auBerst wirksam und nicht thermostabil ist. Solcher Gewebs- 
saft wirkt ferner toxisch bei intravenéser Applikation (Gerinnselbildung!), 
was vom Cytozym nicht gilt‘). Trotzdem bleibt fiir die beiden Autoren 
bestehen, daB bei der ,,autonomen“ Blutgerinnung die Blutplaittchen und 
-zellen ihre beschleunigende Eigenschaft lediglich dem lipoidartigen Cyto- 
zym verdanken. Uber die chemische Konstitution dieser Substanz legen 
sie sich auch jetzt noch nicht endgiiltig fest. Identitét mit Lecithin 
halten sie fiir méglich, ja sogar wahrscheinlich, aber nicht fiir absolut 
sicher. Vielleicht sei nur die Dioleinglycerinphosphor-Gruppe des Lecithins 
nach Freund das Wirksame (s. 0. 8.7). Glycerin jedenfalls wirke cyto- 
zymartig. 

Die Frage nach der Rolle und chemischen Struktur des Cytozyms 
versuchten auBer den bisher genannten Forschern dann auch Frankel 


1) Pekelharing, 1. c. 8. 36. 

*) Dieser Auffassung von der Nucleoproteidnatur der Thrombokinase 
neigt iibrigens auch Morawitz selbst zu. Siehe dariiber: P. Morawitz 
Die Chemie der Blutgerinnung, Ergebnisse der Physiol. 1905, IV. Jahrg. 
1. u. 2. Abt.; S. 372. 

*) J. Bordet u. L. Delange, La question du réle des lipoides 
dans la coagulation du sang. Berl. klin. Wochenschr. 51. Jahrg., 1914, 
Nr. 11, S. 497 ff. 

*) J. Bordet u. L. Delange, Injections intraveineuses de cytozyme 
et coagulabilité du sang. Compt. rend. hebdom. d. séanc. de la soc. de 
biol. 75, Nr. 28, 168 bis 170, 1913. 
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und Thiele’) zu klaren. Angeregt wurden sie dazu durch den Gedanken- 
gang und die Ergebnisse von Hirschfeld und Klinger’). Letztere 
beiden Autoren befassen sich schon linger mit der Frage, ob fiir die 
Gerinnungserscheinungen nicht ahnliche Gesetze gelten, wie fiir die im- 
munisatorischen Vorginge. Sie fanden, daB die in alkoholischen Gewebs- 
ausziigen enthaltene cytozymatische Substanz, die coktostabil, mit der 
Thrombokinase identisch und mit den Globulinen aus Serum ausfallbar 
ist, in elektiver Weise durch luetisches Serum unwirksam gemacht werde ; 
normales Serum iibt diesen EinfluB nicht aus. Darauf griinden sie eine 
neue Reaktion zum Nachweis von Lues. Frankel und Thiele be. 
stitigten die Resultate der beiden Verfasser und gingen von diesem 
Ausgangspunkt dann an die nahere Untersuchung des zu ihren Versuchen 
benutzten Cytozyms (enthalten in alkoholischem Extrakt aus Meer- 
schweinchen- oder Rinderherz). Sie fanden, da8 die thromboplastische 
Wirkung der &therléslichen Fraktion des alkoholischen Herzextraktes 
zukommt. In dieser sind Phosphatide und daneben eine jekorinartige 
Substanz. Durch Aceton konnten sie die atherlésliche Fraktion in eine 
acetonlésliche (mit der jekorinartigen Substanz) und eine acetonunlésliche 
enthaltend die Phosphatide) zerlegen. Die so gefillten Phosphatide 
besaBen, zumal nach Reinigung durch mehrmalige Alkoholfallung, gar 
keine Cytozymwirkung!*) Dagegen kam der jekorinartigen Substanz 
(die nur schwer von den Phosphatiden zu trennen war) die volle Wir- 
kung zu. Sie schlieBen: ,es ergibt sich also aus unseren Versuchen, daB 
die Cytozymwirkung (Thrombokinase) im wesentlichen der atherléslichen 
Fraktion resp. der darin enthaltenen jekorinaéhnlichen Substanz 
zukommt*‘*), 

Zu einer noch mehr den Anschauungen von Zak, Bordet und 
Delange fernstehenden Ansicht iiber die Thrombokinase kamen Stuber 
und Heim®). Stuber hat schon friiher einen gerinnungsbeschleunigen- 
den Einflu8 von Cholesterinestern festgestellt. Da die Zakschen Versuche 
die Unwirksamkeit des Cholesterins fiir die Gerinnung ergeben hitten, 
schlossen die beiden Autoren, daB das Saureradikal der Ester das be- 
schleunigende Moment darstelle. Experimentelle Priifung ergab starke 
Gerinnungsbeschleunigung durch Olsdure, Palmitinsiure, Stearinsdure 


) E. Frankel u. F. Thiele, Uber die Gerinnungshemmung durch 
Luessera (Hirschfeld u. Klinger) und die chemische Natur des Cyto- 
zyms (vorlauf. Mittlg.). Miinch. med. Wochenschr. H. 42, Okt. 1914, S. 2095. 

9) Hirschfeld u. Klinger, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 20, 
Nov. 1913, I. Mittlg. 8. 51ff., II. Mittlg. S. 81 ff. Dies., Uber die Gerinnungs- 
reaktion bei Lues. XXXI. Deutsch. KongreB f. innere Med., Wiesbaden 
April 1914. Referat: Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 21, S. 1193. 

3) Vgl. die abweichenden Resultate von Zak, Bordet und Delange. 

*) 1c. 8. 2096. 

5) B. Stuber u. R. Heim, Uber Fettsiuren und Blutgerinnung, 
zugleich eine chemische Erklarung des Gerinnungsvorganges. Miinch. 
med. Wochenschr. 1914, H.30, 1661 f. 
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sowohl als auch durch deren Triglyceride. Tristearin beispielsweise be- 
schleunigte die Koagulation von Pferdeoxalatplasma ebenso stark wie 
aus Pferdeleber nach Morawitz gewonnene Thrombokinase. Die Wir- 
kung dieser letzteren sei auf ihren Gehalt an Fettsiuren bzw. Triglyceriden 
zu beziehen. Noch erheblicher als selbst die Thrombokinase férderte 
aber der Zusatz von Steapsin (Griibler) die Gerinnung. Da Zak das 
entgegengesetzte Resultat mit diesem Ferment erhielt, weisen sie darauf 
hin, daB die zugesetzten Mengenverhiltnisse von entscheidender Bedeutung 
seien. Vermehrter Zusatz hebt die beschleunigende Wirkung auf. Das 
Ferment verwandten sie in Glycerinlésung! Jedoch sei dies fiir das 
Ergebnis irrelevant’). Auch enthalt das geléste Steapsin nicht etwa 
atherlésliche Beimengungen. Seine Wirkung beruht auf seinem lipoly- 
tischen Vermégen. Die Wirkung des Tristearins ist begriindet in der 
lipolytischen Funktion der Blutlipase, die aus ihm Stearinsiure abspaltet. 
»Es besteht eine direkte Proportionalitét zwischen lipolytischem Ver- 
moégen und Gerinnungsbeschleunigung.“*) Priifung der einzelnen Fett- 
séuren der homologen Reihe ergab, daB der gerinnungsférdernde EinfluB 
der Séuren mit der Zahl der im Molekiil vorhandenen Kohlenstoffatome 
zunimmt. In spaterer Veréffentlichung soll der Nachweis erbracht werden, 
»daB lipolytisches Ferment und Fettsiuren gleichbedeutend sind mit der 
Morawitzschen Thrombokinase resp. dem Thrombogen, so daB die 
1. Phase des Gerinnungsprozesses einer Kalkfettseifenbildung, die 2. Phase 
dem Komplex Kalkfettseifefibrinogen entspriche, wobei als Katalysator 
das lipolytische Ferment zu denken wiare.“*) Letzteres ist die Blutlipase. 


B. Eigene Versuche. 


Die Betrachtung der Literatur iiber die Bedeutung lipoider 
Stoffe fiir die Blutgerinnung ergibt, daB von den verschieden- 
sten, darunter sehr namhaften Forschern diesen Substanzen 
eine Rolle beim Koagulationsproze8 zugesprochen wird. Wel- 
cher Art diese ist, und wie der oder die wirksamen Stoffe 
chemisch zu charakterisieren sind, ist jedoch nach wie vor 
noch sehr dunkel. 

Auf Anregung von Herrn Dr. Hueck widmete ich mich 
daher experimentellen Studien iiber die Beziehungen zwischen 
Lipoiden und dem Blutgerinnungsvorgang. 


") Bordet und Delange fanden eine cytozymatische Wirkung des 
Glycerins! 

*) 1. o. 8. 1663. 

*) 1c. 8. 1664. 
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I. Methodik. 


Der Einflu8 irgendwelcher Substanzen auf die Gerinnung 
zeigt sich, auBer in der Festigkeit des entstehenden Koagulums, 
besonders in der Geschwindigkeit des Reaktionsverlaufes. Jene 
unterliegt, da exakte Methoden nicht bestehen, der subjektiven 
Schitzung des Untersuchers, diese dagegen laBt sich auf ver- 
schiedene Weise praktisch hinreichend genau feststellen. 

Es sind zur Bestimmung der Gerinnungszeit eine auBer- 
ordentlich groBe Zahl von Methoden erdacht worden. Die 
wichtigsten und bewahrtesten davon hat Morawitz im Hand- 
buch der biochemischen Arbeitsmethoden beschrieben’). 

Ein groBer Teil dieser brauchbaren Methoden schreibt die 
Verwendung von Capillaren vor. Damit sind 1. die zum Ver- 
such kommenden Blutmengen sehr klein und 2. infolge der 
ausgedehnten Adhision der diinnen Blutséule die Gerinnungs- 
zeiten sehr kurz (z. B. die Methoden von Vierordt, Wright, 
Schultz). 

Fiir meine Versuche kam es nun darauf an, eine gréBere 
Reihe von Gerinnungsproben, die miteinander verglichen werden 
sollten, gleichzeitig anstellen zu kénnen. Ferner durften die 
Gerinnungszeiten nicht zu kurz ausfallen, da sonst die Be- 
obachtung mehrerer Proben leiden muBte, und auch férdernde 
und hemmende Einfliisse nicht deutlich zum Ausdruck kamen, 
SchlieBlich muBte die Methode erlauben, daB zu den einzelnen 
Proben Zusétze solcher Stoffe, deren Einwirkung auf den Ko- 
agulationsvorgang studiert werden sollte, gemacht werden 
konnten. 

Diesen Forderungen entsprachen auch andere, nicht capillire 
Methoden nicht, wie die von Hinman und Sladen, Biirker. 
Brodie-Russel, Buckmaster, Kottmann. 

Ich entschloB mich daher folgendermaBen vorzugehen: 

Aus der Ohrrandvene des Kaninchens wurden je 10 Tropfen 
Blut in ein Reagensglas aufgefangen. Es galt nun zuniachst 
festzustellen, ob die Proben gleichmaBig gerannen, und inner- 
halb welcher Zeit. 


”) P. Morawitz, Die Blutgerinnung. Handbuch d. biochem. Ar- 
beitsmethoden 5, 1, 1911, S. 231 ff. 
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Dies geschah in 11 Vorversuchen von je 10 Proben mit 
folgendem Ergebnis: 





Durchschnittliche | Ktirzeste und ldngste 
Gerinnungsdauer der | Gerinnungsdauer 
Nr. 10 Proben eines jeden der 10 Proben eines jeden 
Versuches | Versuches 


Minuten 


Minuten 


| 4— 6 

5— 7 
5—13 
10—14 
9—15 
13—14 
12—16 
9—18 
12—27 
20—38 
28—60 


} 


MOD DOIRM Um OR | 








— ee 


Die Gerinnung galt als eingetreten, wenn bei wagerechter 
Haltung des Reagensglases das Blut iiber die Grenzen des bei 
senkrechter Stellung eingenommenen Raumes nicht mehr hin- 
iibertrat. Die Priifung hierauf darf nicht zu oft und nur sehr 
vorsichtig wiederholt werden, da sonst der Gerinnungsvorgang 
immer von neuem wieder gestért und so erheblich verlingert 
wird’). 

AuBer dieser hat die Methode noch eine Reihe von Fehler- 
quellen, die sie allerdings groBenteils mit den oben erwahnten, 
anerkannten Verfahren teilt. 

Je nach dem Tier, dessen Blut zur Verwendung kommt, 
ist die durchschnittliche Gerinnungsdauer bald kiirzer, bald 
langer, wie die vorstehende Tabelle zeigt. Von nicht unerheb- 
licher Bedeutung ist sodann die Temperatur, bei der die Ko- 
agulation erfolgt?). — Die 11 Versuche wurden bei Zimmer- 
temperatur von 11 bis 18°C, die jedoch wahrend jedes einzelnen 
Versuches innerhalb dieser Grenze annaihernd einen konstanten 
Wert hatte, angestellt. — Um UngleichmaBigkeiten vorzubeugen, 
miissen die Reagensglaiser gleich weit und absolut sauber sein. 
Ein ganz besonders wichtiges Moment, das in erster Linie fiir 


*) Vgl. P. Morawitz im Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 
5, 1, 8. 247, 1911. 

*) Birker, Ein Apparat zur Ermittlung der Blutgerinnungszeit. 
Arch. f. d. ges. Physiol. 118, 452f., 1907. 
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die GroBe der Schwankungen um die Durchschnittswerte in 
Betracht kommt, liegt darin, daB das Blut meist sehr ungleich 
schnell aus der angeschnittenen Vene tropft, und so die ein- 
zelnen Proben von je 10 Tropfen einen wechselnden Gehalt 
von Gewebssaft beigemischt erhalten’). So konnte deutlich 
beobachtet werden, daB die groBen Gerinnungszeiten bei 
schnellem, die kleinen bei langsamem AusflieBen der Bluts- 
tropfen auftraten. 

Trotzdem ergaben die 11 Vorversuche, daB die Schwan- 
kungen um die Mittelwerte im allgemeinen iiber 20 bis 30°/, 
nicht hinausgehen, und da8 sie um so kleiner auszufallen 
pflegen, je kiirzer die durchschnittliche Dauer des Koagulations- 
prozesses ist. Die Resultate sind im ganzen nicht viel schlechter 
als die mit der Methode von Morawitz und Bierich®) er- 
zielten, die ebenfalls eine Fehlerbreite von 20°/, besitzt. 

Bei Beriicksichtigung der geschilderten Kautelen lieB sich 
wohl erwarten, daB der Zusatz von Stoffen, die mit Blutlipoiden 
reagieren, verwertbare Ausschlage liefern wiirde. 

Ich ging daher in den folgenden Versuchen so vor, daB 
ich abgestufte Mengen auf Lipoide wirkender Substanzen den 
Gesamtblutproben zusetzte. 


II. Versuche 


mit 


A. Gesamtblut und Lipoiden oder lipoidlésenden Stoffen. 


1. Die Wirkung von Alkohol absol., Anilin, Essigather, 
Aceton. 


Die zur Aufnahme der Gerinnungsproben bestimmten Re- 
agensgliser wurden mit 0,05, 0,1, 0,15, 0,25, 0,3 ccm Alkohol 
absol., Anilin, Essigither oder Aceton beschickt und dazu je 
10 Tropfen Kaninchenblut gelassen. Mehrere Versuche dieser 
Art ergaben, daB z. B. schon 0,1 com Alkohol absol. das Blut 
in eine sirupdse, himbeerartige Fliissigkeit verwandelte (Hamo- 


1) Vgl. P. Morawitz, Die Gerinnung des Blutes. Oppenheimers 
Handb. der Biochemie 2, 2, 8. 67 u. 68, 1909. 
*) P. Morawitz, Die Blutgerinnung. Handbuch der biochem. Ar 
beitsmethoden 5, 1, S. 247 u. 248, 1911. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 9 
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lyse). Die Konsistenzinderung war dabei zweifellos auf die 
Veranderung der nativen EiweiBstoffe zuriickzufiihren, so daB 
die Wirkung der lipoidlésenden Eigenschaft des Alkohols auf 
die Gerinnung nicht zur Geltung kam. — Aus denselben und 
anderen Griinden (Methimoglobinbildung usw.) konnte der Ein- 
flu8 der anderen genannten Stoffe auf die Koagulation nicht 
rein in die Erscheinung treten. 

Es konnten demgemaB fiir die weiteren Versuche nur 
solche Stoffe in Betracht kommen, die solcher stérenden Neben- 
wirkungen bar sind. AuBer Lipoidlésern kam hier auch Aqua 
destillata in Betracht, das wie diese, wenn auch auf andere 
Weise, himolytisch wirkt. 


2. Aqua dest., Ather sulf., Chloroform, Schwefel- 
kohlenstoff, Xylol. 


Von diesen lipoidlésenden Stoffen erwiesen sich Schwefel- 
kohlenstoff und Chloroform als nicht verwendbar, da sie spe- 
zifisch schwerer sind und sich infolgedessen mit den Gerinnungs- 
proben nicht mischen. Aus analogem Grunde war das spezifisch 
leichtere Xylol ungeeignet. Ein EinfluB dieser drei Lipoidléser 
auf die Gerinnung war daher mit der beschriebenen Versuchs- 
anordnung nicht zu beobachten. 

Abgestufte Mengen (wie oben unter ,1. Die Wirkung 
von Alkohol absol. usw.“ angegeben) von Aqua dest. wurden 
in ihrer Wirkung mit den entsprechenden Zusitzen von 
NaCl 0,9°/, verglichen. Kleinere Mengen dieser physiologischen 
Kochsalzlésung (0,1 bis 0,5 ccm) hatten keinen sichtbaren Ein- 
flu8 auf die Koagulationszeit; gréBere, iiber 0,5 ccm, hemmten 
durch die starke Verdiinnung des Gerinnungssystems. Aqua 
dest. hatte in diesen Mengen ebenfalls verzégernde Wirkung. 
Die kleineren Mengen schienen beschleunigend zu wirken. 
Doch waren die Ausschlige innerhalb der 30°/,igen Fehler- 
breite der Methode und traten demzufolge auch nicht stets 
eindeutig in diesem Sinne auf. 

Die gleichen Beobachtungen wie mit Aqua dest. wurden 
beim Zusatz von Aether sulf. gemacht. Mit Blut mischt sich 
der Ather schlecht. 
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3. Saponin und 6lsaures Natron. 


Da die Anwendung lipoidlésender Stoffe zu keinem sicher 
verwertbaren Ergebnis fiihrte, wurden dann Stoffe gepriift, die 
aihnlich wie Kobragift mit Blutlipoiden reagieren. Vom Saponin 
ist bekannt, daB es mit Cholesterin eine Verbindung eingeht. 
Ich stellte mir also Saponinlésungen von verschiedenem Gehalt 
(0,01°/,, 0,05°/,, 0,1°/,, 0,2°/,) her, und zwar in Aqua dest. 
und ferner in physiologischer NaCl-Lésung. Von diesen Stamm- 
lésungen setzte ich in der wiederholt erwaihnten Weise ab- 
gestufte Mengen den Gesamtblutproben zu. Die zur Beobachtung 
gelangenden Gerinnungszeiten verglich ich nicht nur mit denen 
des Blutes ohne Zusatz, sondern auch mit Blutproben, denen 
die genau entsprechenden Mengen von Aqua dest. und NaCl- 
Lésung zugesetzt waren. 

Die waBrige Saponinlésung wirkt natiirlich hamolytisch, 
allein auch die Saponin-Kochsalzlésung tut dies, da Saponin 
als solches bekanntlich ein Hamolyticum ist. 

Olsaures Natron wurde in steigenden Mengen einer 1°/, igen 
Lésung benutzt. 

Die erhaltenen Ausschlige gingen auch bei diesen beiden 
Substanzen nicht recht iiber die Fehlergrenze des Verfahrens 
hinaus. Doch lieB sich bei beiden ein leicht hemmender 
Einflu8 auf den Gerinnungsablauf konstatieren. 

Nach Stuber und Heim (s. o. 8. 13 u. 14) ware wohl fiir 6l- 
saures Natron eher eine beschleunigende Einwirkung zu erwarten. 
Es ist jedoch schon linger bekannt, daB Seifen, wenigstens in 
starkerer Konzentration, infolge Fallung der Kalksalze die Ge- 
rinnung hemmen’). Diese Tatsachen passen schlecht zu der 
Anschauung dieser beiden Autoren, daB der KoagulationsprozeB 
eine Kalk-Fettseife-Fibrinogenverbindung sei. 


4. Cholesterin und Lecithin in kolloidaler und 
atherischer Lésung. 


Aus den Literaturangaben ist bekannt, da& von vielen 
Forschern eine gerinnungsbeschleunigende Rolle des Lecithins 
behauptet wird. Zak vermutet ferner eine antagonistische 
Wirkung des Cholesterins. 


1) Landois- Rosemann, Lehrbuch d. Physiol. d. Menschen, 14. Anfi., 


1, 75, 1916. 
98 
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Ich benutzte zu den folgenden Versuchen aus Gallensteinen 
hergestelltes Cholesterin und aus Eidotter gewonnenes Lecithin 
(Ovolecithin). Beide Substanzen kamen in Atherischer und 
kolloidaler Lésung zum Versuch. 

Bei den mit atherischer Cholesterin- und Lecithinlésung 
angestellten Untersuchungen war kein Einflu8 dieser Substanzen 
ersichtlich. 

Die kolloidale Cholesterinlésung hemmte anscheinend leicht. 

Davon gibt der folgende Versuch ein Bild. 


Der Versuch fand bei Zimmertemperatur von 14°C statt. 


ies i \ zwei verschiedene kolloidale Cholesterinlésungen. 
” 


Lésung I konzentrierter als Lésung II. 











Bee 9. | 10. | 11 
+ 0,05) +01 +0,2 +05 +1,0 





Zusatz von Lésung I Zusatz von Lésung II 





Min.) | Min. | Min.| Min.| Min. | Min. | Min.| Min. Min. | Min. 
18 | 20 | 20 | 40} 50 | 16 | 21 | 21 oat 























a | | | | 





+0,05 | +01 | +02 | +0,5 | +1,0 Bemerkungen 


Zusatz von 0,9°/,iger NaCl-Lésung 








Min. | Min. | Min, | Min. | Min. | Min. |*) Nach 23 Min. noch 


12 13 








13 18 17 nicht so fest wie 
| Probe 1 


In den folgenden 2 Versuchen wurde mit Lecithinzusatz 
gearbeitet. 








2{afalsfofa{s[o]oi ul 

‘Le 0,05| + 0,1 + 0,2 + 0,5| +1,0]+4 0,05| + 0,1 + 0,21 + 0,5 +1,0 

Zusatz von koll. Lecithin- | Zusatz von 0,9°/,iger NaCl- 
lésung Lésung 











Min. | Min. | Min. | Min.| Min.| Min. | Min. | Min.| Min. | Min. 
18 | 18 | 27 | 98'| 42 | 16 | 17 | 20 | 25 | 25 |1.Versuch 
i9 | 18 | 16 | 19 | 29 | 11 | 16 | 14 | 18 | 16 ]2.Versuch 
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Im ersten der beiden Lecithinversuche hat es den An- 
schein, als ob das Lecithin gleich wie das Cholesterin oben 
gehemmt hatte. Die Gerinnungsdauer der Kontrolle ist aber 
sehr groB und dementsprechend die Schwankungen um den 
Mittelwert ebenfalls als betrachtlich zu schitzen. Bei den 
groéBeren Zusitzen tritt zudem noch die Verdiinnung in Kraft. 
Der zweite Versuch zeigt ein ahnliches Bild. Immerhin kann 
festgestellt werden, daB eine eklatante Gerinnungs- 
beschleunigung, wie sie von vornherein erwartet wurde, 
nicht auftrat. Es mu8 jedoch daran erinnert werden, daB es 
sich um Ovolecithin handelt. Das Ergebnis steht daher im 
Einklang mit den Beobachtungen von Howell (s. 0. S. 6), der 
gleichfalls bei Ovolecithin eine gerinnungsbeschleunigende Ein- 
wirkung vermiBte. 

In allen bis hierher unternommenen Versuchen war deut- 
lich zu beobachten, wie bedeutend fiir die Dauer des 
Koagulationsvorganges und die Schwankungen um die 
Mittelwerte in den einzelnen Proben eines jeden Ver- 
suches die Geschwindigkeit ist, mit der das Blut aus 
der angeschnittenen Vene tropft. Aber nicht nur die 
Gerinnungszeit, sondern auch die Festigkeit des ent- 
stehenden Blutkuchens zeigte offensichtlich diese Abhangig- 
keit. Schnelles FlieBen bedingte langsame und lockere, lang- 
sames FlieBen des Blutes rasche und feste Gerinnung. 

Es hatte sich ferner gezeigt, daB die zugesetzten Sub- 
stanzen im allgemeinen die 30°/,ige Fehlerbreite in ihrer 
Wirksamkeit nicht iiberschritten. Es mute also doch eine 
empfindlichere Methode angewandt werden, und ich entschloB 
mich daher, nicht mehr mit Gesamtblut, sondern mit kiinstlich 
hergestelltem Plasma zu arbeiten, wie es die meisten Unter- 
sucher auf diesem Gebiete auch tun. 


B. Versuche mit Blutplasma. 
1. NaF-Plasma und Lipoide. 


Ich benutzte zunachst das NaF-Plasma des Kaninchen- 
blutes’). Dieses enthielt auf 1000 Teile Blut 1 bis 1,5 Teile 


1) Soweit nichts anderes angegeben, wurde in allen folgenden Ver- 
suchen Kaninchenblut verwendet. 
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NaF, d.h. in 0,5 com 1°/,iger NaF-Loésung wurden 5 ccm 
Kaninchenblut aufgefangen, gut gemischt und zentrifugiert. 
Das so erhaltene NaF-Plasma la6t sich durch CaCl, zur Ge- 
rinnung bringen. Da dies Calciumsalz jedoch mit dem Fluorid 
einen stérenden Niederschlag von CaF, gibt, zog ich meist die 
Gerinnungsauslésung durch Serumzusatz vor. 





ee ee ee oe ee iy 


0,5NaF-Pl; = = “wig! == - 
+0,5 Serum | = +0,5 AS ,»5 Serum! = 
+0,5Lec.- (+ 0,5 Chol.-|+ 0,5 NaCl ,5 Sap.- + 0,5 Sap.- 

Lisg. Lésg. 0,9°/, sg. Lésg.2°/, Lésg. 1°), 





75 Min. | 85Min. | 6Std. | Wie3. | 70Min. | 75 Min. 


' 








Die Proben wurden in diesem und allen folgenden Ver- 
suchen bei Bruttemperatur von meist 35°C gehalten. 

Zur Erklarung der Tabelle ist zu sagen: Die wagerechten 
Striche (=) bedeuten, daB in der betreffenden Probe die in 
gleicher Héhe in der vorhergehenden Probe stehende Substanz 
zugesetzt wurde. Bei Lec.-Lésg. und Chol.-Lésg. handelt es 
sich um kolloidale Lecithin- und Cholesterinlésungen. Atherische 
wurden nicht mehr benutzt. Die Buchstaben AS bezeichnen 
ein Serum, das etwa 6 Stunden lang mit der 10fachen Menge 
Ather*), der dfters gewechselt wurde, geschiittelt worden war. 
Nach der Schiittelbehandlung wurde der Ather abgehoben und 
die letzten Reste aus dem Serum durch einen Luftstrom ent- 
fernt. 





05 Nar-PIL | | i 
+ 0,5 Serum = |} +0,5 AS 
+0,5 NaCl 0,9°/, | +0,5 Chol.-Lésg. | +0,5 NaCl 0,99, 





55 Min =6| = 70 Min. S| 6 Std. 





In beiden Versuchen zeigt sich eine leichte Verzdgerung 
des Gerinnungseintrittes bei Cholesterinzusatz. In Anbetracht 
der langen Gerinnungsdauer der Kontrollen ist sie jedoch nicht 
erheblich genug, als daB sie fiir eine spezifische Hemmung 
durch dieses Lipoid mit Sicherheit verwertbar ware. 


*) Wenn hier und fernerhin von Ather die Rede ist, so ist stets 
Aether eulf. gemeint. 
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Durch Saponin ist keine deutliche Verlangsamung hervor- 
gerufen worden. Eine sehr ausgesprochene Verspatung 
der Koagulation trat dagegen ein, wenn das benutzte 
Serum mit Ather 6 Stunden geschiittelt war. Diese liel 
sich auch durch Ovolecithinzusatz nicht beheben. 


2. Hirudinplasma und Lipoide. 


Weiterhin wurden Versuche mit Hirudinplasma angestellt. 
Dieses enthielt auf 100 ccm Blut 0,01 g Hirudin. Im folgenden 
Versuch wurde statt Kaninchen- Kalberblut benutzt. 





1. dees tome eee’ oT” =— 


0,5 Hir.-Pl.} = = = = 
+ 0,5 Ser. i+ 1,0 Ser. = = | +1,0AS = = 
+0,5NaCl | = (40,5 Chol.-+0,5 Lec.-, +0,5 NaCl |+ 0,5 Lec.-|+ 0,5 Chol - 
Lisg. | 0,9%, Lésg. | Lésg. 





0,9°o | | Losg: Fe iin. a: mS ye 


ESE 








95 Min. 60 Min.| 60 Min. 75 Min. Nach24Std.| Wie 5. Wie 5. 
wenig feste 
Gallerte 


Der Versuch zeigt, wie die mit Naf-Plasma angestellten, 
daB bei Verwendung von AS eine sehr erhebliche Hem- 
mung des Gerinnungsprozesses erfolgt, die durch Zusatz 
von Cholesterin- und Lecithinlésung nicht aufgehoben 
werden kann. Dasselbe veranschaulichen die beiden niachsten 
Protokolle. 





0,3 Hir.-P1. | 
+ 0,6 Ser. = 
+0,3NaCl | +0,3 Chol.- 
0,9°/, | Logg. 


45 Min. | 55 Min. 











lockere 
Gallerte 


Nach der Ansicht von Zak, Bordet und Delange usw. 
(s. 0.) wirken lecithinartige Substanzen thrombokinetisch. Dem- 
gegeniiber ist die Feststellung von Bedeutung, da8B Ovo- 
lecithin nicht imstande war, die Hirudinwirkung zu 
beheben. 
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eS: She ES TS ee 
0,3 Hir.-P1. | ont 
+ 0,6 Ser. 


ma 
| 
ai met - 
+ 0,3 NaCl 0,9°/, | + 0,3 Chol.-Léeg. | + 0,3 Lec.-Lésg., + 0,3 Aceton 
} 
| 








30 Min. | 45 Min. 35 Min. Nach 72 Std. 
Andeutung von 
Gerinnung 





{ 


Dieser Versuch bestatigt das Ergebnis der friiheren, daB weder 
Cholesterin stark hemmend, noch Ovolecithin beschleunigend 
wirkte. Probe 4 mit dem Acetonzusatz wurde so vorgenommen, 
daB in das Reagensglas zu 0,3 Hirudinplasma 0,3 Aceton 
gegeben wurde. Dabei trat ein dicker, fleischfarbener Nieder- 
schlag auf, der bei nachfolgendem Zusatz von 0,6 Serum je- 
doch wieder vollig in Lésung ging. Die Wirkung des 
Acetonzusatzes bestand in einer extremen Gerinnungs- 
verlangsamung. 

Zu den weiteren Versuchen wurde Oxalatplasma genommen. 


3. Oxalatplasma und Lipoide. 


Dieses Oxalatplasma wurde so bereitet, daB dem Blut 
*/,9 Volumen einer 2°/,igen Natriumoxalatlésung zugesetzt 
und die Erythrocyten abzentrifugiert wurden. Dabei wurde 
kein Gewicht darauf gelegt, die Blutplattchen durch besonders 
scharfes Zentrifugieren mitzuentfernen. 

In folgenden 2 Versuchen brachte ich das Plasma durch 
CaCl, zur Gerinnung. 





1. | 2. 

0,5 Ox.-Pl. = 
+ 0,3 NaCl 0,9), | + 0,3 Chol.-Lésg. 
+ 0,1 CaCl,-Lésg. - 


90 Min. | 30Min. | 20Min. | Nach 24 Std. 
| noch ungeronnen 


“GRE Ra a 





= 


+08 Leo.-Lésg.| + 0,3 Aceton 
= | =z 


| 
{ 
| 
| 




















2. 





+ 0,3 Chol.-Lésg. 











15 Min. 
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Wieder brachten auch bei Oxalatplasma Cholesterin und 
Ovolecithin keine wesentliche Anderung der Gerinnunggzeit 
hervor. Es scheint ja in diesen beiden Versuchen einerseite 
eine leichte Beschleunigung durch Ovolecithin und andererseits 
Hemmung durch Cholesterin vorzuliegen. Weit iibertroffen 
werden die diesbeziiglichen Ausschlage aber durch den Einflu8 
des Acetons auf den Ablauf der Reaktion. Auch diesmal, bei 
Oxalatplasma, brachte der Zusatz dieses Stoffes zunichst eine 
starke, fleischfarbene Triibung im Plasma hervor, die jedoch 
in kurzem wieder vollig verschwand. Auch hier trat eine 
auBerordentliche Hemmung durch Aceton zutage. 

In den ferneren Versuchen léste ich die Gerinnung des 
Plasmas nicht mehr durch CaCl,, sondern durch Serum aus. 
Dieses wurde teilweise vorher wieder mit Ather 6 bis 8 Stun- 
den unter éfterem Wechsel desselben ausgeschiittelt. Dabei 
machte ich die Beobachtung, daB nicht jeder Schwefelather 
dieselben Wirkungen auf das Oxalatplasma und Serum ausiibt. 
Ich erhielt namlich einerseits Serum, das durch dieses Aus- 
schiitteln mit dem Lipoidléser zu einer hellbraunlich 
tingierten (Methamoglobin lieB sich nicht darin nachweisen), 
etwas dickflissigen, jedoch absolut klaren Flissig- 
keit wurde. (Im folgenden stets mit {6 bezeichnet). Anderer- 
seits bekam ich bei Verwendung von Narkoseather und von 
solchem, der Licht- und Luftzutritt ausgesetzt war, Nieder- 
schlage und Triibungen in dem behandelten Serum. (Solches 
Serum heiBt im folgenden AS.) Die Wirkung dieser zwei 
verschiedenen Arten von Serum war entgegengesetzt! 


a) Gerinnungsbeschleunigung durch 4G. 
Der folgende Versuch zeigt den férdernden EinfluB von 
WS auf den Gerinnungsablauf. 





Bemerkung 


oe 


Das Qubihdaieome 
enthielt mehr alr 
1/,, Vol. 2°/, ige 
Natriumoxalat- 
léeungs 
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Das Ergebnis dieses Versuches war duBerst frappant. Be- 
vor die Proben 2, 3, 4 in den Brutschrank gebracht werden 
konnten, waren sie schon zu einer festen Gallerte erstarrt. 
Dabei war das Plasma infolge zu reichlichen Oxalatzusatzes 
noch schwer gerinnbar! 

Nach dem Ausschiittelungsproze8 wurden die letzten Ather- 
reste, wie schon oben erwahnt, durch einen Luftstrom aus dem 
Serum vertrieben unter gelindem Erwirmen. Da8 die enorme 
Beschleunigung durch %G in den Proben 2 bis 4 nicht etwa 
auf Atherreste, die noch im Serum verblieben waren, zu be- 
ziehen war, folgt aus dem Ausfall der Probe 5 





ae Vos YA ee ee ee eee ee 6. 7. 
0,40x.-Pl| = | | O4APL) = | 0,4 Ox. ae =e 
+0,6Ser. +0,6 9S | |+ 0,6 Ser. | = 
+0,5A4qg. | = |40,2Lec.- \+ 0,5 Aq. +0 21 Lee.- + 0,05 5 Sapo- i+ 0,2 |Sapo- + 0,5 Sapo 
(dest.) | Lésung | Lésung | nin 1%, nin 1°/, nin 1°, 
i+ 0,2 Chol.- + 0,2 Chol.-'+0,5 Aq. [+ 0,3 Aq. 

| Lésung | | Lésung 

| i+ 0,1 Aq. | oul 0, l | Aq. i 


40 Min. | 1, Min. | +, Min. | Nach 24 Std. noch | 45 Min. | 45 Min. | 80 Min 








ungeronnen 


Wieder ergab %S eine sehr in die Augen springende Be- 
schleunigung. 

Von der Erwagung ausgehend, daB vielleicht die Extrak- 
tion der Serumlipoide das gerinnungsforderliche Moment dabei 
sei, wurde in Probe 3 Cholesterin- und Lecithinlésung zugesetzt 
(im vorigen Versuche waren diese Substanzen bei Probe 3 und 4 
einzeln zugesetzt worden), ohne daB es gelang, die Ge- 
rinnung dadurch wieder zu verlangsamen. Dabei wurde 
diesmal mit besonderer Sorgfalt auf Atherfreiheit des %&S hin- 
gearbeitet nach dem SchiittelprozeB. In Probe 4 und 5 wurde 
Oxalatplasma benutzt, das wie sonst das Serum 6 bis 8 Stunden, 
mit dfters erneuerter, 10 facher Athermenge geschiittelt war (AP1!). 
Die Ungerinnbarkeit dieses Plasmas erklart sich durch 
Ausfaillung von Fibrin (?) bei der Schiittelung mit Ather. 

Saponin in gréBerer Dosis hat etwas gehemmt. 

Im nachsten Versuch konnte ich deutlich beobachten, da8 
WS und AS ganz verschieden wirkten. WS beschleunigte wie- 
der auBerst stark, AS dagegen (s. u. S. 29 u. 30) hemmte enorm. 





0,5 Sapo 


nin | 
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Das zur Ausschiittelung verwendete Serum stammte dabei von ein 
und demselben Tier, von ein und derselben Entnahme und war 
iiberhaupt ganz gleich behandelt worden. Der zur Schiittelung 
verwendete Ather war offenbar verschiedenartig (s. u. S. 35f,). 





1 | 
0,4 Ox.-Pl. 





1. 2. od wo | 4. 
050x-PL| = | 050x-Pi) = | = | = 
+0,5Ser. 4+0596'405Ser. +0,5 himo-'+05 96! +05 9S ha- 
H lyt. Ser. | | molyt. 


t 
Sn ———== 


| 4 Min. | 55 Min. 52 Min.- | 2 Min. | 3 Min. 


| 
| 


Hamolytische Beschaffenheit des Serums war auch 
bei %S also ohne Bedeutung fiir die Geschwindigkeit der 
Reaktion. 

Bisher hatte ich nur Kaninchenoxalatplasma angewendet 
Ich prifte jetzt auch das Verhalten anderer Blutarten und 
fand bei diesen dieselben Verhaltnisse. So konnte Kilber- 
oxalatplasma durch %{S in 1 Minute zur Koagulation gebracht 
werden. Wurde dieses Plasma 6 bis 8 Stunden mit Ather ge- 
schiittelt (API), so war auch hier die Gerinnung infolge von 
Fibrin-(?) Ausfallung aufgehoben oder wenigstens sehr betricht- 
lich gehemmt. 

Die zahlenmaBigen Belege fiir das Verhalten von Ochsen- 
blut gibt folgende Tabelle: 





a | 2. 


100x-P. | =. 
+ 1,0 Ser. + 1,0 US 


10 Min. 


Mit Ather geschiitteltes Oxalatplasma war wieder ungerinnbar. 
Auch beschleunigend wirkendes {S hob diese Eigen- 
schaft des vorbehandelten Plasmas nicht mehr auf. 
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1. 
1,0 AOx.-Pi. | 
+1,0 Ser. 


Nach 24 Std. An- 
deutung von Ge- 
rinnselbildung 


Auch bei Schweineblut fand ich die bisherigen Beobach- 
tungen bestatigt. 


ae 


+1,0 #6 








Ungerinnbar 








1,0 Ox.-Pl. 
+1,0 Ser 


120 Min. 


| 
a = peace 
BS 


Pferdeoxalatplasma wurde durch entsprechend behandeltes 
Schweineserum analog beeinfiuBt, desgleichen durch das eigene US. 
Doch war bei Pferdeblut das Pferde-&%S mit férdernder 
Wirkung etwas schwerer zu erhalten. 

i. 


| | | 1. 
1,0 Ox.-Pl. | 05 Ox-Pl. | ao” 
+10 0 Schweine-Ser. + 1 0 Selariaiis WS | +05 US 


+ 0,5 Ser. 
15 Min. | 6 Min. | | 10 Min. 
Pferdeoxalatplasma mit Ather geschiittelt verlor, wie auch 


entsprechend behandeltes Schweineoxalatplasma, seine Gerinn- 


barkeit. 
Auch Hundeoxalatplasma lieB sich durch Schweine-{S sehr 


schnell koagulieren. 


das 


‘| +1, 0 Schweine 6 
sateen fa ee 
Weiter priifte ich Hammelblut: 


| 0,5 Ox.-PL. 

















5/, Std. 
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| . 1,0 Schweine-Ox.-P!. 
\+ + 1,0 Schweine-Ser._ 


| 





3 3. 
te | 1,0 ‘Hunde Ox.- Pl. 


1. ees 


Schweine-Ox.-P’ Pl. 
Schweine-Ser. 


4 Std. 





10 
+10 
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me 
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+ 0,5 Pferde-W6 


+ 0,5 Cy (1 Tag) 





= +t 8 Se 


+0,5 16(2 Tage) 








13 Min, 





3 Min. | 58 Min. 


4 Min. | 3 Min. 
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Auch Hammelserum erhielt also durch Atherausschiittelung 
stark gerinnungsbeschleunigende Fahigkeit. Bei langerer Be- 
handlung mit dem Lipoidlésungsmittel war sie bedeutender als 
bei kiirzerer. (Im letzten der beiden Versuche bedeutet ,,1 Tag“, 
n2 Tage“ bei Probe 2 und 3, daB das Ausschiitteln so lange 
fortgesetzt wurde.) Probe 4 im letzten Versuch zeigt Gerinnungs- 
beschleunigung von Hammeloxalatplasma durch Pferde-{G. 

Samtliche untersuchte Blutarten (Kaninchen-, Kal- 
ber-, Ochsen-, Schweine-, Pferde-, Hunde-, Hammel- 
blut) verhielten sich also gegeniiber US gleich, d.h. 
das aus ihnen dargestellte Oxalatplasma lie8 sich durch 
das vollig klare, etwas dickfliissige, leicht braunlich 
gefarbte, 6 bis 8 Stunden mit Aether sulfuricus aus- 
geschiittelte Serum sehr beschleunigt zur Gerinnung 
bringen. 


b) Gerinnungsverzégerung durch AS und PS. 


Wie schon oben (S. 25) erwahnt, erhielt ich durch Ather- 
ausschiittelung jedoch nicht immer dieses klare, gerinnungs- 
beschleunigende Serum, sondern, wie abgeschnitten, von einem 
bestimmten Zeitpunkt an nicht mehr. Es traten nun bei der 
Atherbehandlung im Serum Triibungen und Ausfallungen 
auf, die verschieden hochgradig waren. Solche ausgeflockte 
Sera vermochten das Oxalatplasma entweder gar nicht oder 
doch nur sehr schwer zu koagulieren. 

In den folgenden zwei Versuchen kam dies triibe, fein- 
flockig ausgefallte Serum zur Verwendung. 

(Es sei daran erinnert, daB, wenn nichts anderes angegeben, 
Kaninchenblut verwendet wurde.) 











a ee Te Te 
0,4 Ox.-Pl. SOS AAG ae | eR 
+0,6Ser. | + 0,6 geschiittelt. Ser.| + 0,1 CaCl,-Lisg.| + 0,6 AS 


40 Min. 40Min. | 11Min. | 72 Std. 














+0,6 PS 


et aniatl 2. bee pi ABO. sed 
; 


O40 | om. 
+0,6 Ser. +0,6 AS 


33 Min | Nach 24 Std. ungeronnen 
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In beiden Versuchen tritt eine enorme Verzégerung durch 
AS zutage. Auf den letzten ist schon oben (S. 26 u. 27) hingewiesen 
worden, da er parallel zu dem dort mitgeteilten, mit Beschleu- 
nigung durch %{©, angestellt und so besonders eindrucksvoll war. 

DaB 6stiindiges Schiitteln des Serums ohne Ather- 
zusatz fiir die Gerinnung ohne Belang ist, zeigt Probe 2 
im ersten der letzten beiden Versuche. Bekanntlich weiB die 
Kolloidchemie von einer Schiittelinaktivierung der Fermente. 
Eine solche war also bei der Wirkung der Atherbehandlung 
des Serums nicht im Spiel. 

PS in den beiden Versuchen bedeutet ein Serum, das 
6 Stunden lang statt mit Schwefelither mit Petrolither ge- 
schiittelt worden war. Bei dieser Prozedur mischt sich der 
Petrolither sehr innig mit dem Serum, so dab am SchluB eine 
geleeartige, etwas steife Gesamtmasse resultiert. Aus dieser 
14Bt sich der Petrolither jedoch durch Zentrifugieren wieder 
abscheiden; es bleibt ein gleichm&Big triibes Serum zuriick. 
Durch ihre GleichmaBigkeit unterscheidet sich diese Triibung 
scharf von der durch feine oder feinste Fléckchen bedingten 
des AS. Wihrend die des AS auf EiweiSfallung zuriick- 
zufiihren sein diirfte, handelt es sich bei PS um Emulsio- 
nierung der Reste des Petrolithers im Serum’). Die beiden 
Versuche ergaben, daB PS auBerstande ist, Gerinnung 
des Oxalatplasmas hervorzurufen. 

Vergleichsweise wurde nun auch Serum 6 Stunden mit 
Chloroform, Schwefelkohlenstoff und Benzol ausgeschiittelt. Denn, 
handelte es sich bei AS und PS um eine Wirkung auf die 
Serumlipoide, so stand zu erwarten, daB mit diesen 3 Lipoid- 
lésern &hnliche Ergebnisse erzielt werden konnten. 








na Seated EB ERT EAE ES Beer * EE: 


| ie 





+0,5 Ser. .| 0,5 CS,-Ser. | +0,5 C,H,-Ser. 








33 Min. | Ungerinnbar 


Durch die 6 stiindige Schiittelbehandlung mit diesen Stoffen 

1) Vgl. C. A. Pekelharing, Uber den Einflu8 von Phosphatiden 
auf die Blutgerinnung. Zeitechr. f. physiol. Chem. 89, Heft 1/2, S. 22 
bie 38, 1914. 
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erhielt ich dicke, wie Milch aussehende Sera (Eiwei8denaturierung). 
Sie brachten iiberhaupt keine Gerinnung mehr hervor. 

Pferde- und Schweineoxalatplasma war durch feinflockig 
getriibtes AS ebenfalls nicht zur Gerinnung zu bringen oder 
wenigstens nur sehr erschwert. 

















1. eee 3, Ls 
1,0 Pf.-Ox.-Pl. ipiee P£-AOx.-Pl.| 1,0 Schw.-Ox.-P]| = = 
+10 Pt-Ser. |+1,0 Pf-AS|+1,0 Pf-Ser. |+1,0 PE-Ser.  |+1,0 Pf.-AS 
27 Min. 24 Std. | Ungerinnbar | 12 Std. | 24 Sta 





| 

Probe 3 zeigt wieder, da8 mit Ather geschiitteltes Oxalat- 
plasma seine Gerinnungsfahigkeit durch Fibrin- (?) Verlust véllig 
verliert. 

Hundeblut lieferte mit dem triiben AS dasselbe Resultat 
wie die anderen Blutarten: 




















le! We ee ae RS eG 
10H-Ox-Pl| = _ |l0Schweine-Ox-Pl| 05Pf-0x-PL| = | 
+1,0H.Ser. | +1,0 H.-AS = +0,5P£-Ser. /+0,5 Pf-AS 
30 Min. | 2% 8td | 24 Std. 43 Min. | 6 Std. 
| 


| 

Es war nun naheliegend, als wirksames Moment bei der 
Ausschiittelung mit den lipoidlésenden Stoffen wie Ather und 
Petrolather die Extraktion der Lipoide aus dem Plasma und 
Serum anzusehen. Wenn diese Erklirung zutraf, war zu er- 
warten, daB die atherléslichen Bestandteile des Serums (im 
folgenden kurz Serumlipoide = S.-Lip genannt) die Wirkungen 
der Atherausschiittelung riickgiingig machen konnten. Ich ex- 
trahierte also Serumlipoide, um sie meinen Proben zuzusetzen 
und verfuhr dazu nach folgender gebraéuchlichen Methode: 

50 g Serum wurden mit etwa der 10fachen Menge 70°/, igen 
Alkohols gefallt und in der Warme 6 bis 8 Stunden damit ex- 
trahiert. Dann wurde der Alkohol von dem Niederschlag ab- 
gesaugt. Der Niederschlag selbst wurde noch einmal mit der 
Hialfte des urspriinglichen Quantums Alkohol 96°/, igen Gehaltes 
versetzt, nach wieder 6 bis 8 Stunden der Alkohol abgesaugt 
und mit der 1. Alkoholportion zusammen auf dem Wasserbade 
verdampft. Es blieb ein gelbbraunes Extrakt zuriick. Der so 
vorbehandelte Serumniederschlag wurde nun einer 24 stiindigen 
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Extraktion mit der 10fachen Menge Athers unterworfen. Dieser 
Extraktather, vom Serumniederschlag abfiltriert, wurde zu der 
nach der Alkoholverdampfung verbliebenen gelbbraunen Masse 
gegeben, etwa */, Stunde damit digeriert und so diese bis auf 
einen kleinen atherunléslichen Rest in dem Extraktather gelést. 
Der unldsliche Rest wurde abfiltriert, nochmals mit frischem 
Ather '/, Stunde digeriert (der Rest vermindert sich dabei nicht 
merklich!) und dieser Ather dem Extraktiither beigegeben. Dieser 
Gesamtather enthielt nun die aitherléslichen Substanzen des Serums, 
soweit sie ausziehbar sind. Er wurde verdampft und lieB die 
Serumlipoide in Gestalt einer goldgelben, zihen Masse zuriick. 
Aus 50 g Hammelserum lieBen sich z. B. auf diese Weise 0,14 g 
Serumlipoide darstellen. 

Ich schiittelte dann in der gewéhnlichen Weise Serum 
z. B. vom Hammel mit Ather aus und teilte es nach Entfer- 
nung des Athers in 2 gleiche Portionen. Zur einen der beiden 
wurde von den Serumlipoiden gegeben (die in diesem Falle vom 
Hammel stammten), und zwar auf 2,5 g Serum etwa 0,05 g. 
Da aus 50 g Hammelserum 0,14 g Lipoide ausgezogen werden 
konnten, so handelte es sich bei diesem Zusatz nicht um Wieder- 
herstellung des etwaigen friiheren Lipoidgehaltes des Serums, 
sondern um einen erheblichen UberschuB. Beide AS-Portionen, 
die mit und die ohne diesen Zusatz, wurden nun noch einmal! 
2 Stunden lang geschiittelt, um in der einen die zugesetzten 
Lipoide gut zu emulgieren, und um die andere unter dieselben 
Versuchsbedingungen gebracht zu haben. Es konnte so eine 
feine Verteilung der zugefiigten Fettsubstanzen leicht erzielt 
werden: das Serum war nach der 2stiindigen Einschiittelung 
gleichmaBig milchig getriibt. Das Ergebnis der nun angestellten 
Gerinnungsprobe zeigt folgendes Protokoll: 





amicits Wide " weer nnn 
ML 3, 
+0,5 Ser. | 


105 Min. 


Nach 72 Std. noch ganz ungeronnen 


Das Hammelplasma enthielt diesmal etwas mehr Oxalat 
als sonst; daher wohl die langsame Gerinnung der Kontrolle. 
AS hat sehr stark verzégert, entsprechend seiner feinflockigen 
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Tribung. Die Serumlipoide haben diese Gerinnungs- 
hemmung nicht riickgangig machen kénnen. 

Im nachsten Versuch handelt es sich um Kaninchenblut 
und daraus gewonnene Serumlipoide. 





pate 2. ae ape tg 
0,5 Ox.-Pl. TE Ta en 
+ 0,5 Ser. +0,5 AS == 0,5 Ser 


48 Min. | U ngerinnbar 





AS war in diesem Versuche iiberhaupt auBerstande, das 
Plasma zu koagulieren. Daran hat wieder der Lipoidzusatz 
nichts geaindert. Im Gegenteil, Probe 4 zeigt, daB Serum- 
lipoide bei Einschiittelung in nicht mit Ather vorbehandeltes 
Serum selbst nicht unerheblich hemmen. 

Vergleichsweise wollte ich noch einmal priifen, ob AS auf 
NaF- und MgSO,-Plasma ebenso wirkt wie auf Oxalatplasma. 








rer rare a ee 3. 4. ee 6. 





0,50x-Pl| = | 05A0x-PL| 0,5NaF-Pl| = | 0,5ANa¥-PI 
+ 0,5 Ser. be Ls \+0,5 Ser. + 0,5 AS+0,5 Ser. 





8 Min. 6 Std. | Ungerinnbar 7 Min. | 6 Std. | Ungerinnbar 











Aceoll ae oe, asia wii 

"0,5 MgSO,-PI.| = | 0,5 AMgSO,-PI. 
+0,5 Ser. | +05 AS | +0,5 Ser. 
2 Std. Ungerinnbar 


In diesem Versuch handelte es sich um Ochsenblut und 
die daraus gewonnenen Reagentien. 

Samtliche 3 Plasmata erwiesen sich in ihrem Verhalten 
gleich. Das stark getriibte AS hat erheblich gehemmt, AP! war 
durch Fibrin- (?) Verlust ungerinnbar. 














en ee ee ee ae 5. 6. 
~050x-PiL| = | 05NaF-PL| = | 0,5 MgSO, 0-PL| vit 
+0,58er. | +0,5 AS [40,5 Ser. +05 AS + +10 Ser. © | +1,0 4S 

9 Min. |Ungerinn| 9 Min. | Wie 2 | 24 Std. | Wie 2. 

bar 
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Also, eine Bestatigung der im vorigen Versuch gefundenen 
Verhaltnisse. 

In diesen 2 letzten Versuchen fiel mir nun auf, daB die 
Triibung des AS besonders stark und dicht war. Das brachte 
mich auf den Gedanken, daB wohl Ather und Ather nicht das- 
selbe sei. Auch die friiher durch {© erhaltenen Gerinnungs- 
beschleunigungen waren in diesem Sinne vielleicht verstiandlich. 
Ich hatte zu den Versuchen Ather, der bei meist schnellem 
Verbrauche im Laboratorium in hellen Glasflaschen gehalten 
wurde, benutzt. Ich nahm jetzt Ather, der in brauner, gut 
verschlossener Flasche aufbewahrt wurde, und schiittelte damit 
eine Probe des im letzten Versuche verwendeten Serums. 
Der Unterschied war eklatant. Wiahrend ich jetzt nur eine 
leichte, feinflockige Triibung im Serum erhielt, war im vorigen 
Versuche, wie schon erwahnt, eine kraftige Denaturierung offen- 
bar des SerumeiweiBes erfolgt. Es war also, da ein und das- 
selbe Serum diese verschiedenen Resultate ergab, mit Sicherheit 
der Ather und nicht das Serum, das den verschiedenen Ausfall 
der Schiittelprozedur bedingte. Allem Anschein nach gingen 
in dem Laboratoriumsither, wenn er langere Zeit Licht- und 
Luftzutritt ausgesetzt war, Umsetzungen vor sich. 

Ich stellte nun eine gewisse Athermenge absichtlich in 
offener, heller Flasche in das Sonnenlicht und belieB sie dort 
mehrere Tage lang. Dann schiittelte ich damit Serum aus. 
Eine 2. Probe desselben Serums wurde mit Aether purissimum 
pro narcosi behandelt. Der Unterschied war ganz enorm. Die 
1. Probe wurde wihrend des Schiittelns zu einer grauweiBen, dicken 
Masse (EiweiBfallung), die 2. blieb beim Schiitteln klar und zeigte 
erst nach Vertreiben der letzten Atherreste eine feinst- 
flockige, nur bei scharfem Betrachten erkennbare Triibung. 

Die stark verinderte 1. Probe rief keine Koagulation mehr 
hervor. Die 2., mit Narkoseither behandelte, verhielt sich 
folgendermaBen: 








1. 2. | 3. | 4. | 5. | 6. 

0,5 Hommel wes | 05 Kanin- vg: 0,5 Kanin- re 

x.-Pl. faa chen-Ox.-Pl. a chen-NaF-P1. mye 
+058er, TAS) Losger |FOSAB Loca = [+0548 


51 Min. | 5 Std. | 35 Min. | 6 Std. | 6 Min. | 30 Min. 
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Also auch dieses Serum hemmte infolge seiner, wenn 
auch leichten Triibung deutlich. 

Es stand nach alledem nun fest, daB zur Priifung der 
reinen Atherwirkung nur Aether purissimum pro narcosi brauch- 
bar war. 

Die Beobachtung, daB Ather, der Licht- und Lufteinwir- 
kung ausgesetzt ist, stark eiweiBfaillend auf Serum beim Schiit- 
teln wirkt, steht wohl im Einklang mit der Forderung der 
Chirurgen, da8 zur Inhalation nur Aether purissimum pro narcosi 
zu verwenden ist. Der ohne die hierfiir geltenden Vorsichts- 
maBregeln hergestellte und aufbewahrte Ather wirkt infolge 
seiner eiweiBfallenden Fahigkeit atzend auf die Schleimhiaute. 

Bevor die weiteren, nur mit Narkoseather und Petrolather 
angestellten Versuche mitgeteilt werden sollen, diirfte eine kurze 
Betrachtung iiber die verschiedenen Wirkungen der Atheraus- 
schiittelung und ihre mutmaBlichen Ursachen angebracht sein. 

Wie oben dargestellt, erhielt ich in einer sehr erheblichen 
Anzahl von Versuchen durch Atherbehandlung wahrend einer 
bestimmten Zeit absolut klare, beschleunigend wirkende 
Sera. Ich war zunachst der Meinung, daB das die reine Ather- 
wirkung auf Serum sei. Erst als ich fernerhin stets Triibungen 
der Sera erhielt, und besonders als auch der Narkoseather, 
aus dem Serum vertrieben, eine allerdings feinstflockige Trii- 
bung hinterlieB, muBte diese Ansicht fallen. Da ich die Be- 
schleunigung nur in einem ganz scharf umschriebenen Zeit- 
raum in aufeinanderfolgenden Versuchen, bei den verschieden- 
sten Blutarten und bei im iibrigen durchaus gleichen Versuchs- 
bedingungen wie fir das spater stets erhaltene verzégernd 
wirkende AS sah, bleibt als Erklarung, daB der Ather, der 
fir das Institut in groBen Ballons bezogen wurde, aus dem in 
der genannten Zeitspanne zur Verfiigung stehenden Ballon von 
besonderer Beschaffenheit war. Spezielle physikalische 
oder chemische Verhiltnisse in diesem Ather waren offenbar 
die Ursache, daB die reine Atherwirkung, die Narkoseather 
zeigt, aufgehoben und verschleiert war. Anders ist das perio- 
dische Auftreten der Beschleunigung durch das {S kaum zu 
verstehen. Die Méglichkeit, da8 in dem ausgeschiittelten Serum 
besondere Verhiltnisse vorlagen, die dazu fiihrten, daB es nach 


der Atherbehandlung klar blieb und gerinnungsférdernde Eigen - 
Qe 
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schaften angenommen hatte, ist ganz und gar unwahrschein- 
lich, da ja in jedem Versuch das Serum eines anderen Tieres. 
zum groBen Teil auch noch anderer Gattung, genommen wurde. 
Noch deutlicher spricht aber in diesem Sinne der oben S. 27, 
29 u. 30) mitgeteilte Versuch, wo in ein und demselben Se- 
rum mit den beiden verschiedenen Atherarten entgegengesetzte 
Resultate erhalten wurden. Auf etwaige Abgabe von Stoffen 
aus den zum Versuch benutzten Geriten (Glas, Kork) an das 
geschiittelte Serum kann die Erscheinung, wie dahingehende 
Versuche (mit Jenaer Glas und Zusatz von itherischen Ex- 
trakten aus Kork [im Kork kommt ein Lipoid namens Phyto- 
sterin vor!] zu Serum) ergaben, wohl ebenfalls nicht zuriick- 
gefiihrt werden. 

Es bleibt daher als héchstwahrscheinlich bestehen, 
daB besondere Beschaffenheit des benutzten Athers [vielleicht 
von der Herstellung herriihrende Nebenprodukte bestimmter 
Art’)] die zeitweise auftretende Gerinnungsbeschleunigung durch 
US bedingte. 

DaB grobflockige Ausfallung der EiweiBstoffe, wie 
sie Luft- und Lichtwirkung ausgesetzter Ather bedingte, 
dem Serum seine gerinnungsauslésenden Fahigkeiten nimmt, 
ist leicht verstandlich. Luft und Licht aber veraindern und 
zersetzen Schwefelither. Das konnte ich selbst beobachten, 
und dariiber schreibt E.Schmidt?*): ,Gegen Oxydationsmittel 
verhalt sich der Athylither widerstandsfahiger als der Athyl- 
alkohol. Jedoch werden geringe Mengen davon durch Sauer- 
stoff der Luft schon bei gewéhnlicher Temperatur allmahlich 
zu Aldehyd, Essigsiure und Ameisensaure oxydiert. Gleichzeitig 
entstehen kleine Mengen von Wasserstofisuperoxyd, Vinylather 
C,H,OC,H,, Vinylalkohol C,H,OH und Athylperoxyd(C,H,),0, (2). 
Infolge dieser Verinderungen nimmt der Athylather allmahlich 
eine schwach saure Reaktion an, wenn er laingere Zeit in Luft 
enthaltenden Flaschen aufbewahrt wird. Ferner iibt solcher 
Ather eine oxydierende Wirkung aus.“ 

Von solchem durch Luft- und Lichtwirkung zersetzten 


*) Siehe dariiber E. Schmidt, Ausfiihri. Lehrb. d. pharmazeut. 
Chemie. II. Bd., Organische Chemie, 1. Abt., 5. Aufl. Braunschweig 1910. 
) 1. c. 8. 328. 
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Schwefelather ist der Narkoseaither, der auch Gerinnungs- 
hemmung hervorrief, zu trennen. Wahrend bei jenem die mas- 
sive Kiwei®fallung zum allergréBten Teil auf das Konto der 
Zersetzungsprodukte kommt und je nach der Menge derselben 
verschieden stark ist, erhalt man durch den absolut reinen 
Narkoseather selbst das stets gleiche Resultat einer 
feinstflockigen Triibung des damit geschiittelten Se- 
rums. Dadurch geht dem Serum offensichtlich ein wichtiger 
Gerinnungskérper verloren. Das zeigen meine Versuche. Und 
der Verlust dieses Stoffes und die dadurch bedingte Stérung 
des ganzen Systems allein, ohne Fallung der ganzen Serum- 
eiweiBkérper, reicht hin, um diesem seine gerinnungsauslésende 
Kraft zu nehmen. Wodurch die feinstflockige Triibung bedingt 
ist, l4Bt sich nicht mit Bestimmtheit sagen. Es wire daran zu 
denken, da8 die Entziehung der Lipoide durch die Ather- 
behandlung das ursachliche Moment sei. Dabei wiirden dann 
die Serumlipoide vielleicht als Schutz- oder Stiitzkolloide fiir 
einen zur Gerinnung erforderlichen EiweiBkorper figurieren, der 
bei ihrem Fehlen ausfallt. Eine sichere Stiitze fiir diese Auf- 
fassung geben meine Versuche nicht, denn nachtraglicher Zu- 
satz von Serumlipoiden zu AS stellte die gerinnungsauslésenden 
Kigenschaften des Serums nicht wieder her. Andererseits spricht 
diese Tatsache aber auch keineswegs gegen diese Erklirung, 
denn es kann sich bei dieser feinstflockigen Ausfallung um eine 
irreversible Reaktion handeln. Zudem ist die Art des nach- 
triglichen Zusatzes der Lipoide auch eine so grobe Manipula- 
tion, daB, wie leicht einzusehen, eine Wiederherstellung des ein- 
mal gestérten, vorher fein abgestimmten kolloidalen Systems 
dadurch nicht zu erfolgen braucht. Das so zugesetzte Lipoid- 
quantum wirkt infolgedessen wie ein Fremdkérper und hemmt 
dadurch sogar die Koagulation. 

Jedenfalls entspricht es dem Sachverhalt, daB Lipoid- 
extraktion durch Atherausschiittelung') und feinstflockige Trii- 
bung im Serum gleichzeitig erfolgen. Ein Zusammenhang ist 
zum mindesten méglich. — 


1) Wie weit eine solche wirksam ist, siehe bei L. Wacker und 
W. Hueck, Chemische und morphologische Untersuchungen iiber die 
Bedeutung des Cholesterins im Organismus. IV. Arch. f. exper. Pathol. 
und Pharmakol. 74, 419, 1913. 
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In den folgenden Versuchen verwendete ich nur Narkose- 
ather und Petrolither und suchte die Wirkungen der Serum- 
lipoide im ganzen und in einzelne Fraktionen zerlegt naher zu 
studieren. Es kam dazu nur Rinderblut in Verarbeitung. 
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Wieder vermochte AS keine Gerinnung zu bewirken. Nach- 
triglicher Serumlipoidzusatz in 2°/,iger wasseriger Emulsion 
anderte daran nichts. Aus den nach dem oben (S. 31 u. 32) be- 
schriebenen Verfahren gewonnenen Lipoidsubstanzen lieB sich 
durch kriaftiges Schiitteln mit Aqua destillata eine solche Emul- 
sion leicht herstellen. Die Wirkung der Serumlipoid- 
efiulsion selbst war eine leichte Hemmung (s. Probe 4, 
5, 6, 9 und 10). Diese Tatsache ist immerhin bemerkenswert, 
besonders mit Riicksicht auf die Anschauung von der Lipoid- 
natur der Thrombokinase, speziell auch im Hinblick auf die 
Ergebnisse mit Fett- und Fettséiurezusitzen von Stuber und 
Heim. Gegen die Theorie dieser beiden Autoren habe ich 
schon oben auf Grund meiner Ergebnisse mit dlsaurem Natron 
Bedenken erhoben (s. S. 19). 

Vergleichsweise wurde das die gleichen Verhiltnisse zei- 
gende NaF-Plasma im letzten Versuch zugezogen. 

Die Eigenhemmung eines groBen Lipoidgehaltes der Ge- 
rinnungsproben suchte ich im nachsten Versuch dadurch noch 
deutlicher zu machen, daB mit gréBeren Verdiinnungen ge- 
arbeitet wurde. 
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Das Ergebnis bestatigt den vorigen Versuch in noch deut- 
licherer Weise. Bei steigender Menge der zugesetzten 
Lipoidemulsion zeigt sich zunehmende Gerinnungs- 
hemmung. 
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0,30x.-P1| = |03NaF-PI| = | 0,30x.-Pl. (0,3 NaF-PI. 
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+ 0,4 Aq. + 0,4 8.-Lip. 2°/, + 0,4 Aq. | +0,48.-Lip. 2°, 
15 Min. | 50 Min. 45 Min. | nach 24 Std. noch 
fliissig. 


AS hat die Gerinnung sowohl bei Oxalat- wie bei NaF- 
Plasma (Probe 2 und 3) aufgehoben. 2°/, ige wisserige Serum- 
lipoidemulsion hat das wieder nicht riickgangig machen kénnen 
(Probe 5 und 6). In Probe 7 kam Oxalatplasma, das mit 
Petrolather 2 Stunden geschiittelt war (POx.-Pl), zum 
Versuch, mit dem Ergebnis, daB gegeniiber unbehandeltem 
Oxalatplasma eine Gerinnungsverlangsamung um etwa 
das Vierfache eintrat. Serumlipoide machten diese Ver- 
zogerung im POx.-Pl. nicht nur nicht rickgangig, son- 
dern verstarkten sie noch ganz bedeutend (Probe 8)! 
Zak hatte; wie erinnerlich, durch Rinderhirnphosphatide im 
Gegensatz hierzu die durch Petrolitherausschiittelung bedingte 
Ungerinnbarkeit des Oxalatplasmas aufheben kénnen! In meinem 
Versuch war POx.-Pl. nicht gerinnungsunfaihig, sondern nur 
schwer koagulierbar, offenbar infolge der nur kurz wihrenden 
Petrolaitherbehandlung. 
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PS hat ebenfalls nur stark verzégert koaguliert; 
auch hier war Serumlipoidzusatz nicht imstande, einen 
Umschwung zu veranlassen (Probe 9 und 10). 

Der folgende ausgedehnte Versuch bestitigte diese Er- 
gebnisse. 
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Zu dem abweichenden Ausfall der Proben 13 bis 19 ist 
zu bemerken, daB das in ihnen verwendete PS und PNaF-PI. 
nicht geniigend lange mit Petrolather geschiittelt wurde. Es 
kam daher bei dem Serum sowohl wie dem NaF-Plasma nicht 
zu der oben geschilderten (S. 30) geleeartigen Konsistenz und 
innigen Mischung der Schiittelmassen, sondern Serum und NaF- 
Plasma blieben klar und leichtfliissig und vom Petrolither 
scharf getrennt. Es gelang unter Beriicksichtigung dieses aus- 
schlaggebenden Momentes in weiteren Versychen leicht, auch 
bei PNaF-Pl. die fiir POx-Pl. geltenden GesetzmaBigkeiten fest- 
zustellen. 

Bisher hatte ich nur Serumlipoide extrahiert und ihren 
Einflu8 auf die Blutgerinnung gepriift. Ich gewann nun aus 
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defibriniertem Rinderblut die Lipoide, und zwar 1. aus dem 
Serum, 2. aus den Erythrocyten, 3. aus dem Gesamtblut. 

ad 1. etwa 11 Serum wurde in der oben (S. 31 u. 32) dar- 
gelegten Weise extrahiert. 

ad 2. Die Erythrocyten wurden aus dem defibrinierten 
Blut durch Abzentrifugieren und griindliches Waschen mit 
Kochsalzlésung gewonnen. Dann wurde wie bei der Serum- 
extraktion mit ihnen verfahren. Dabei war das 1. Alkohol- 
extrakt stark burgunderrot gefirbt und enthielt das Hiamo- 
globin. In den Atherauszug ging dieses nicht iiber. 

ad 3. Mit dem Gesamtblut wurde wie mit Serum ver- 
fahren. 

Es war denkbar und durch die Versuche von Zak wahr- 
scheinlich gemacht, daB die Lipoide der Erythrocyten und des 
Serums verschieden auf die Gerinnung wirken kénnten. Die 
nachsten Versuche sollten dariiber Aufschlu8 geben. Alle 3 Ex- 
trakte (S.-Lip. = Serumlipoide, Er.-Lip. — Erythrocytenlipoide, 
Bl.-Lip. = Lipoide des Gesamtblutes) muBten dazu wieder in 
2°/, ige wasserige Emulsion gebracht werden, was durch kraftiges 
Schiitteln leicht gelang. 

Die Emulsion von §.-Lip hatte eine eigelbe Farbe, 

” ” ” Er.-Lip ” ” grauweibe F arbe, 

. ” » BL-Lip » » milchkaffeeartige Farbe. 


Diese 3 Emulsionen wurden den Gerinnungsproben im 
folgenden Versuch zugesetzt. 
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A. Herrmannedorfer: 


Das Resultat also: 

Serumlipoide hemmten leicht. 
Erythrocytenlipoide hatten keinen EinfluB. 
Blutlipoide hemmten gleichfalls. 

Die Gerinnungsverzégerung des POx-Pl. konnte 
durch keine der 3 Emulsionen zuriickgebildet werden! 

Jedenfalls hat also keine der Emulsionen beschleunigend 
gewirkt. Nach den Ergebnissen Zaks war das nicht zu erwarten. 
Allerdings hat er Rinderhirnphosphatide und nicht Blutlipoide 
fir seine Versuche benutzt! Hirnlipoidemulsion und Blut- 
oder Serumlipoidemulsion sind aber sicher verschie- 
den zusammengesetzt, zum mindesten mit Riicksicht auf 
die Prozentverhiltnisse der einzelnen Bestandteile. 

Bei der Schilderung des Extraktionsverfahrens (S. 31 u. 32) 
ist angegeben, daB bei der Lésung des gelb-braunen Alkohol- 
extraktes in Ather ein ,,unléslicher Rest“ verbleibe. Bei der 
Extraktion der Erythrocyten und des Gesamtblutes fand sich 
ebenfalls ein solcher. 

Aus diesem ,,Rest“ lieB sich durch kraftiges Schiitteln mit 
Aqua destillata eine Emulsion bilden, die im folgenden Versuch 
zur Verwendung kam. 

Die Emulsion aus dem ,,ungelésten Rest“ bei der Serum- 
extraktion heiBe S, die mit dem bei der Erythrocytenextrak- 
tion gewonnene £. 

Beide reagierten auf Lackmus neutral. 
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S hat keinen Einflu8 auf die Gerinnungsdauer gezeigt 
E vielleicht ein wenig gehemmt. Jedenfalls bei beiden 
keine Beschleunigung. 

Ich ging nun noch daran, Serumlipoide aufzuarbeiten und 
die einzelnen Fraktionen zu verwenden. 

Die Schwierigkeiten waren dabei groB, wenn man bedenkt, 
daB8 Rinderserum durchschnittlich etwa 0,4°/, Lipoidsubstanzen 
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enthalt. Die durch Extraktion zu erzielenden Lipoidmengen 
waren demgema8 absolut genommen immer nur sehr gering. 
Bei weiterer Trennung in die einzelnen Bestandteile wurden 
die gewonnenen Mengen naturgemaé® immer noch kleiner, be- 
sonders auch durch Verluste infolge Gebrauches mehrerer GefiaBe. 

Die extrahierten Serumlipoide bilden (s. S. 32) eine zah- 
fliissige, im ganzen goldgelbe Masse, die aber nicht etwa ein 
gleichmaBiges Gemisch darstellt. An der Oberfliche finden sich 
namlich einige dlige, rote Tropfen von fliissiger Konsistenz. 
Diese entfernte ich von dem iibrigen Extrakt jetzt mechanisch 
und emulgierte sie durch Schiitteln mit Aq. dest. = Emulsion I. 

Die Emulsion der Serumlipoide vermindert um diese lige 
Substanz ist — Emulsion ITI. 

Nach dem Vorgehen von Zak suchte ich ferner durch Acetonfal- 
lung aus meinen Serumlipoiden die acetonunléslichen abzusondern. 

Zu diesem Zwecke léste ich extrahierte Serumlipoide in 
Petrolather wieder auf und gab zu dieser Lésung Aceton') 
Der entstehende Niederschlag wurde abfiltriert und ein Teil 
davon mit Aq. dest. emulgiert — Emulsion III. 

Der Rest des so gewonnenen Niederschlages wurde wieder 
in Petrolither gelést und dann ein 2. und 3. Mal mit Aceton 
ausgefallt. Aus den bei der ersten Acetonfaillung in Lésung 
gebliebenen Lipoiden wurde nun nach Verdunsten des Lésungs 
mittels die wisserige Emulsion IV, aus den bei der 2. und 
3. Acetonfallung nicht niedergeschlagenen auf die gleiche Weise 
Emulsion V hergestellt. 
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1) Nach W. Klein und L. Dinkin, Beitrige zur Kenntnis d. Lipoide 
d. mensch]. Serums a. zur Methodik d. Lipoidbestimmung, Zeitschr. f. 
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Das Ergebnis des Versuches: 
Emulsion I hat keine Wirkung gezeigt. 
4 II hat deutlich gehemmt. 
III hat gehemmt!! (phosphatidhaltige Fraktion!)'). 
IV hat keine Wirkung gehabt. 
- V hat keine Wirkung gehabt. 

Wie Proben 7 bis 10 zeigen, konnte durch die phosphatid- 
haltige Emulsion III die Wirkung der Petrolather- 
behandlung auf Oxalatplasma und Serum nicht riick- 
gangig gemacht werden! Wichtig ist ferner die Feststellung, 
daB keine der aus den Blutlipoiden gewonnenen Emul- 
sionen beschleunigt hat. 

Im nachsten Versuch wurde noch der bei der 3. Aceton- 
fallung erhaltene Niederschlag verwendet als Emulsion VI, 
und im iibernichsten auBer Emulsion III (1. Acetonfallung) 
und Emulsion VI (3. Acetonfillung) noch Emulsion VII 
(2. Acetonfallung). 





Peis apt 


—— - —_——_- 
0,5 Ox.-Pl. | 
+ 0,5 Ser. = 


+04Aq. | +04S-Lip. | +0,4VI 





14Min. | 14Min. | 14 Min. 


Also auch der bei der 3. Acetonfallung erhaltene Nieder- 
schlag in Form der 

Emulsion VI hat keine Wirkung gehabt. 

Wichtig ist auch hier wieder das Fehlen eines beschleunigen- 
den Einflusses. 

Die Serumlipoide (S.-Lip.) haben diesmal nicht merklich ge- 
hemmt. DaB die durch sie bedingte Verzégerung nicht stets 
gleich stark auftritt, erkliart sich wohl zwanglos daraus, dab 


physiol. Chem. 92, Heft 4/5, 1914, S. 802ff., werden die atherléslichen Be- 
standteile des Serums durch mehrmalige Acetonfallung in einen phos- 
phatidhaltigen, acetonunléslichen Teil und einen das freie und 
gebundene Cholesterin enthaltenden acetonléslichen Teil getrennt. 
Als standige Begleitsubstanz des Phosphatids tritt ein jekorinartiger 
Stoff auf. 

1) Es ist hier der Ort, darauf hinzuweisen, daB auch die von 
Frankel und Thiele (s.0.8. 18) aus atherischen Rinderherzextrakten 
durch Aceton gefiliten Phosphatide durchaus keine cytozymatische 
Wirkung hatten. 
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der Lipoidgehalt des Blutes der Schlachthaustiere ja keines- 
wegs in seiner Gesamtmenge und Zusammensetzung eine kon- 
stante GréBe darstellt'). 
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In diesem Versuch wurde also noch einmal die Wirkung 
des 1., 2. und 3. Acetonniederschlages gepriift (Emuls. III, VII 
und VI). Probe 6 und 7 enthalt dieselben Bestandteile wie 
4 und 5; doch sind die in ihnen verwendeten Emulsionen von 
den Serumlipoiden eines anderen Rindes erhalten als die in 
Probe 4 und 5. 

Auch dieser Versuch ergab keine beschleunigende 
Wirkung eines der Acetonfallungsprodukte. 

Nach diesen Ergebnissen diirfte es wohl berechtigt sein, 
die Anschauung von Zak (s. o. Einleitung), da8 Lipoidverarmung 
des Oxalatplasmas nach Petrolitherbehandlung das gerinnungs- 
hemmende Moment sei, als nicht sicher fundiert zu bezeichnen. 
Zak wurde, wie bekannt, in dieser Ansicht bestarkt dadurch, 
da8 es ihm gelang, in solchem Plasma durch Rinderhirn- 
phosphatidzusatz die Gerinnbarkeit wiederherzustellen. Schon 
Bordet und Delange*) gaben zu, daB dieser Schlu8 nicht 
zwingend sei, wihrend Rumpf (s.0.) meinte, zugestehen zu miis- 
sen, daB Lipoidarmut verlangsamend wirke. Pekelharing (s. 0.) 
wies dann direkt nach, daB auch ohne Lipoidzusatz das mit 
Petrolather ausgeschiittelte Plasma wieder gerinnbar gemacht 
werden kénne, einfach durch exaktes Vertreiben der letzten 
Petrolitherreste aus dem Schiittelprodukt. Wire Zaks Ansicht 
voll zutreffend, so hatte durch Zusatz der Blutlipoide zu dem 
»lipoidarmen* POx.-P1. dieGerinnung am ehesten wiederhergestellt 
werden miissen. Da® dies, wie meine Versuche zeigen, nicht 


) Vgl. P. Morawitz, Blutplasma und Blutserum. Oppenheimers 
Handb. d. Bioch. 2, 2, 8. 88, 1909. 

*) J. Bordet u. L. Delange, La question du role des lipoides 
dans la coagulation du sang. Berl. klin. Wochenschr. 51. Jg., Nr. 11. 
1914, 497 ff. 
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gelingt, spricht entschieden fiir eine spezifische Wirkung der 
Rinderhirnphosphatide Zaks. Auch die Tatsache, auf die 
Klein und Dinkin’) hinweisen, daB namlich die Lipoidléser 
Alkohol, Ather, Aceton, Petrolither in absteigendem MaBe zur 
Lipoidextraktion aus dem Serum geeignet sind, Petrolither also 
am wenigsten, wird gegen Zaks SchluBfolgerungen nachdenklich 
stimmen. Uber die Art, wie die Hirnphosphatide Zaks im 
Plasma wirken, herrscht noch Dunkel. Pekelharing (s. 0.) 
glaubt, daB sie gerinnungshemmende Substanzen neutralisieren. 
Durch Serumlipoide und auch durch deren phosphatidhaltige 
Fraktionen konnte ich jedenfalls eine Neutralisation solcher 
,hypothetischer Stoffe‘, wie Bordet und Delange*) Pekel- 
haring gegeniiber sagen, nicht erzielen. 

Mit alledem ist nichts gegen die Tatsache gesagt, daB den 
Lipoiden bei der Blutgerinnung eine wichtige Rolle zukommt. 
Dazu sind die Beobachtungen namhafter Forscher zu zahlreich, 
und auch meine Versuche sprechen in diesem Sinne. Doch ist 
es sicher empfehlenswert, bei dem heutigen Stand unseres noch 
liickenhaften Wissens auf diesem Gebiete, eine genaue Prazi 
sierung der Rolle, welche die Lipoide im GerinnungsprozeB 
spielen, noch nicht vorzunehmen. Eine Identifizierung mit 
der Thrombokinase ist sicher nicht angangig. In dieser 
Frage diirfte wohl der Standpunkt Rumpfs, den mit gewissen 
Einschrinkungen ja auch Bordet und Delange’) in ihrer 
letzten Arbeit anerkannt haben, der richtige sein, daB gewisse 
Phosphatide zwar thromboplastische (im Sinne von Nolf), 
jedoch nicht thrombokinetische Wirkung haben. 

Zum Schlusse sei die Bemerkung gestattet, daB in der vor- 
stehenden Form diese Untersuchungen bereits 1914 fertiggestellt 
waren. Die Zeitverhiltnisse zwangen mich damals dazu, die- 
selben abzubrechen, obwohl gerade die Versuche iiber die ein- 
zelnen Fraktionen der Serumlipoide wohl noch einen weiteren 
Ausbau erheischt hatten. Dieselben Umstinde haben auch die 
Veréffentlichung der Arbeit bis jetzt verzégert. 

Endlich erfiille ich noch die angenehme Pflicht, Herrn 
Dr. Hueck fiir die Anregung zu der Arbeit, sowie Herrn Prof. 


JLle. 
*) Berl. klin. Wochenschr. 51. Jg., Nr. 11, 1914, 497 ff. 
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Dr. Borst fiir die Uberlassung der Mittel seines Institutes und die 
Ubernahme des Referates bestens zu danken. 


C. Ergebnisse. 

I. Die Lipoide miissen eine wichtige Rolle bei der Blut- 
gerinnung spielen, denn 

a) mit Lipoiden reagierende Stoffe (Saponin, dlsaures Natron, 
Aceton) offenbaren im Reagensglase eine deutlich gerinnungs- 
hemmende Fahigkeit (Literatur und eigene Versuche); 

b) mit Aether sulfuricus oder Petrolather extrahiertes Plasma 
zeigt im Reagensglase starke Gerinnungsverzégerung oder -un- 
fahigkeit (Literatur und eigene Versuche); 

c) mit reinem Schwefelather (Narkoseather) oder Petroliather 
extrahiertes Serum vermag im Reagensglase die Gerinnung von 
Blutplasma gar nicht mehr oder nur sehr verzégert zu erzeugen 
(eigene Versuche). 

II. Es ist aber bis heute nicht angangig, diese noch dunkle 
Rolle der Lipoide bei der Blutgerinnung im einzelnen scharf zu 
umschreiben, sie etwa gar mit einer der bislang fiir die Ge- 
rinnung als wichtig erkannten Substanzen gleichzustellen (d. h. 
sie als Thrombokinase oder dergleichen zu bezeichnen), denn 

a) es ist mir nicht gelungen, durch einfachen Zusatz der 
mit Ather aus Serum, Erythrocyten oder Gesamtblut extrahierten 
Lipoide oder deren Fraktionen, noch durch Cholesterin- oder 
Ovolecithinzusatz zu dem mit Ather oder Petrolather ausge- 
schiittelten Plasma oder Serum im Reagensglase die bei letzteren 
festgestellte Gerinnungsverzogerung oder -unfahigkeit wieder auf- 
zuheben. Die Eigenwirkung dieser Lipoidzusaétze war vielmehr 
meist eine leichte Hemmung; 

b) die beschriebene Gerinnungsverzégerung durch Zusatz 
des mit Schwefelither ausgeschiittelten Serums fand sich nur 
dann, wenn nach dem Schiitteln feinste Triibungen in dem 
Serum auftraten. Gelang es, diese Triibungen zu vermeiden, 
so trat nicht eine Verzégerung, sondern Beschleunigung der 
Gerinnung auf. 

Ill. Diese Beobachtungen fielen bei allen untersuchten 
Blutarten (Kaninchen-, Kialber-, Ochsen-, Schweine-, Pferde-, 
Hunde-, Hammelblut) und Plasmata (NaF-, Hirudin-, MgSO,- und 
Oxalat-Plasma) gleichsinnig aus. 
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Uber osmotische und kolloidale Eigenschaften des 
Muskels. 


Von 
Hans Winterstein. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Eingegangen am 18. Marz 1916.) 


1. Einleitung. 


J. Loeb hat als erster die Gewichtsveranderungen unter- 
sucht, die ausgeschnittene Muskeln in Lésungen von ver- 
schiedener Beschaffenheit erfahren, Seitdem sind derartige 
Versuche vielfach wiederholt worden und gehéren insbesondere 
seit Overtons Arbeiten zu den Grundversuchen der physikalisch- 
chemischen Biologie. Ihre Bedeutung liegt auf der Hand. Eine 
Reihe von Problemen der allgemeinen wie der speziellen Physio- 
logie sind aufs engste verkniipft mit dem Studium der Wasser- 
verschiebungen, die die einzelnen Organe unter verschiedenen 
Bedingungen erfahren. Gibt es doch kaum ein anderes Mittel, das 
in gleichem MaBe geeignet wire, uns iiber die Eigenschaften 
der Grenzflichen der Zellen aufzuklaren, deren groBe Be- 
deutung fiir die allgemeinen Lebenserscheinungen, fiir die Er- 
regungs- und Stoffwechselvorginge, die neueren physikalisch- 
chemischen und physiologischen Forschungen uns in immer 
wachsendem Maf8e kennen lehren. Hierzu kommt noch, daB 
eine Anzahl von speziellen Problemen, so beim Muskel jene 
der Contraction und Starre, gleichfalls Beziehungen zu diesen 
Erscheinungen aufweisen und daher durch ihr Studium weitere 
Klarung erfahren diirften. j 

Die am einfachsten durch Wagung oder Volummessung fest- 
gestellten Anderungen des Wassergehaltes von Organen kénnen 
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nun aber zweifacher Art sein, osmotischer und kolloidaler. 
Osmotische Gewichtsanderungen kommen zustande, wenn 
infolge einer besonderen Beschaffenheit oder ,elektiven Per- 
meabilitat“ der Zellgrenzflichen (,,.Membranen“) osmotische 
Druckdifferenzen zwischen dem Zellinneren und der umgeben- 
den Lésung nur unter Verschiebung von Wasser ausgeglichen 
werden kénnen, weil das Wasser entweder ausschlieBlich (,,Semi- 
permeabilitat“) oder wenigstens leichter und rascher hindurch- 
zutreten vermag als die gelésten Bestandteile. Gewichts- 
anderungen kolloidaler Natur werden auftreten, wenn das 


Quellungsvermégen der Kolloide des Zellinneren durch die Be- - 


standteile der umgebenden Lésung eine Anderung erfahrt. 
Uber den Anteil, der diesen beiden ganz verschiedenen 
Faktoren an den beim Muskel zu beobachtenden Gewichts- 
anderungen zukommt, gehen die Ansichten weit auseinander. 
Unter dem Einflu8 der klassischen Osmoseversuche von Pfeffer, 
de Vries und Hamburger war man friher geneigt, auch beim 
Muskel hauptsiachlich nach osmotischen Kraften zu suchen, 
wahrend die Entwicklung der Kolloidchemie und die Erkenntnis 
ihrer Bedeutung fiir biologische Vorginge neuerdings mehr die 
Tendenz stirkte, kolloidale Prozesse als ausschlaggebend an- 
zusehen. Diese Abhangigkeit der Deutung der Versuche von 
der vorherrschenden Forschungsrichtung beweist aufs klarste ihre 
Unsicherheit und ihren iiberwiegend hypothetischen Charakter. 
In der Tat gestattet die Feststellung der Gewichtsinde- 
rungen eines Organs im allgemeinen keine einwandfreie SchluB- 
folgerung auf die sie verursachenden Momente. Am ehesten 
wird man noch aus der Beobachtung, daB isosmotische Losungen 
die gleichen Gewichtsinderungen (bzw. das Ausbleiben solcher) 
bewirken, den SchluB ziehen diirfen, daB lediglich osmotische 
Krafte in Frage kommen. Denn es hat offenbar wenig Wahr- 
scheinlichkeit fiir sich, daB das Quellungsvermégen genau in 
gleichem MaB8e beeinfluBt werde wie der osmotische Druck; 
vollig ausschlieBen lieBe sich freilich auch diese Méglichkeit 
nicht. Finden wir aber umgekehbrt, da8B isotonische Lésungen 
verschiedene Gewichtsinderungen erzeugen, so kann uns die 
Ursache dieses Verhaltens ganz unklar bleiben, da sowohl 
Anderungen des osmotischen Druckes im Zellinneren, wie solche 
der Permeabilitaét, wie schlieBlich solche des i aati 
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die gleichen Effekte herbeizufiihren vermégen. Es ist also nicht 
verwunderlich, daB gleiche oder ahnliche Erscheinungen von 
verschiedenen Autoren in ganz verschiedenem Sinne gedeutet 
wurden. 

J. Loeb’) beobachtete, daB Froschmuskeln in 0,7°/, iger 
NaCl-Lésung und damit isotonischen Salzlésungen ihr Gewicht 
zunachst nicht verandern, daB aber nach langerem Verweilen 
in isotonischen, ja sogar in stark hypertonischen Lésungen eine 
Gewichtszunahme eintritt. Er fand ferner, daB der Zusatz von 
Sauren (und Laugen) zur physiologischen Kochsalzlésung gleich- 
falls eine Gewichtszunahme bedingt, die wenigstens bei den 
unorganischen Verbindungen eine Funktion der Wasserstoff- 
(bzw. Hydroxyl-)Ionenkonzentration zu sein schien. Alle diese 
Erscheinungen suchte er auf rein osmotischem Wege zu er- 
klaren durch die Annahme, da8 die in das Innere eindringende 
oder allmahlich im Muskel selbst sich bildende Saure durch 
Aufspaltung von Verbindungen eine Erhéhung des osmotischen 
Druckes im Zellinneren lierbeifiihre. Aber spaiter wies Loeb*) 
selbst auf Analogien zwischen diesen Gewichtsinderungen und 
der Fliissigkeitsresorption von Seifen hin und war geneigt, die 
Wasseraufnahme zum Teil auch auf ein verschiedenes Losungs- 
vermégen der durch das Eindringen der Salze im Muskel sich 
bildenden (Eiwei8-?)Verbindungen, also auf kolloidale Eigen- 
schaften zu beziehen. 

Overton®) beobachtete bei seinen Versuchen, daB die Wasser- 
aufnahme von Froschsartorien in hypotonischen Salzlésungen 
betraichtlich hinter dem Werte zuriickbleibt, der sich auf Grund 
der Annahme berechnen wiirde, daB die Muskelfasern einfach 
von semipermeablen Membranen umhiillte Salzlésungen von der 
Konzentration der physiologischen Kochsalzlésung seien. Er 
erklarte diesen Widerspruch durch die Annahme, da8 ein Teil 
des Wassergehaltes des Muskels von Quellungswasser dar- 


1) J. Loeb, Physiologische Untersuchungen iiber Ionenwirkungen. 
I. Mitt. Arch. f. d. ges. Physiol. 69, 1, 1898. — II. Mitt. ebenda 71, 
457, 1898. 

*) J. Loeb, Uber die Abnlichkeit der Fliissigkeitsresorption in 
Muskeln und in Seifen. Arch. f. d. ges. Physiol. 75, 303, 1899. 

*) E. Overton, Beitrage zur allgemeinen Muskel- und Nerven- 
physiologie. I. Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 115, 1902. 
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gestellt werde, und glaubte sogar den prozentischen Anteil des- 
selben berechnen zu kénnen. Es liegt aber auf der Hand, daB 
dies nur dann méglich wire, wenn die unbewiesene Voraus- 
setzung einer volligen und dauernden Semipermeabilitat zutrifft. 

Gerade durch die umgekehrte Annahme einer Anderung 
der letzteren hat Fletcher’) eine sehr einfache Erklarung 
fiir eine Reihe von ihm beobachteter Erscheinungen gegeben. 
Fletcher fand, daB der Muskel in hypotonischer Lésung nicht 
einfach Wasser aufnimmt, sondern daB auf die anfangliche 
Gewichtszunahme nach einer Reihe von Stunden wieder eine 
Abnahme folgt, und daB diese Wasserverschiebung fiir den 
frischen und fiir den ermiideten Muskel einen verschiedenen 
und charakteristischen Verlauf aufweist. Er erklarte die spitere 
Gewichtsabnahme, ebenso wie das von Overton beobachtete 
Zuriickbleiben der aufgenommenen Wassermenge hinter der 
theoretisch berechneten durch die Hypothese, daB durch die 
Wasseraufnahme die Semipermeabilitat der Zellmembran leidet, 
daB diese gewissermaBen ,lécherig“ wird, so daB ein Heraus- 
diffundieren geloéster Bestandteile aus dem Zellinneren erfolgen 
kann. Auch alle Arten von Starre wiirden die Semipermeabi- 
litét des Muskels mehr oder weniger vollstindig beseitigen, 
weshalb die Gewichtsinderungen in hypotonischen Lésungen 
bei starren Muskeln nur geringfiigig sind oder auch ganz fehlen. 

Einen ganz extremen Standpunkt hat bekanntlich M. H. 
Fischer?) eingenommen: Auf Grund gewisser Analogien zwischen 
der Wasseraufnahme von Geweben und der Quellung von Gela- 
tine und Fibrin in sauren Lésungen wollte er osmotischen 
Prozessen so gut wie jede gréBere Bedeutung absprechen und 
alle bisher an tierischen und pflanzlichen Geweben beobachteten 
Wasserverschiebungen (einschlieBlich der plasmolytischen und 
himolytischen Erscheinungen, sowie der verschiedenen Arten 
pathologischer Odeme) rein kolloidchemisch auf Quellungs- und 
Entquellungsvorgange zuriickfiihren. Die in den Geweben statt- 
findende Saurebildung wiirde das Quellungsvermégen der Zell- 


1) W. M. Fletcher, The osmotic properties of muscle, and their 
modifications in fatigue and rigor. Journ. of Physiol. 30, 414, 1904. 

2) M. H. Fischer, Uber die Analogie zwischen der Wasserabsorption 
durch Fibrin und durch Muskel. Arch. f. d. ges. Physiol. 124, 69, 1908. — 
Das Odem. Deutsch von Schorr und Ostwald. Dresden 1910. 
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kolloide erhéhen, wahrend die Salze wiederum eine hemmende 
Wirkung ausiiben. Die Konzentration der physiologischen 
Lésungen wiirde jene sein, in der die Saurequellung eben 
gerade aufgehoben wird. Das Unhaltbare der Fischerschen 
Anschauungen ist schon mehrfach betont worden. Beutner’), 
der auf verschiedenen Wegen eine Unterscheidung von osmo- 
tischer und kolloidaler Wasseraufnahme durchzufiihren suchte. 
wies unter anderem darauf hin, daB auf 47° erhitzte Muskeln 
keine Gewichtsinderungen in anisotonischen Lésungen mehr 
zeigen, wohl aber noch eine Siaurequellung und eine Ent- 
quellung bei Zusatz von Salz zu der Saure; ferner erwihnte 
er, daB am frischen Muskel auch Zucker eine Verminderung 
der Saureschwellung herbeifiihre, was wohl nur durch osmo- 
tische Wirkung erklarbar sei. Auch Héber*) hat hervorgehoben, 
daB die Zucker, die keinen oder doch nur einen geringen Ein- 
flu8 auf kolloidale Quellungsvorgange ausiiben, gleichwohl in 
isosmotischer Konzentration das Gewicht des Muskels ebenso 
unverandert lassen wie physiologische Salzlésungen. 

Fischer hat aber itiberhaupt nicht den geringsten Versuch 
gemacht, den etwaigen Anteil osmotischer Prozesse bei seinen 
Quellungsversuchen zu ermitteln. Er tauchte alle Gewebe in 
stark hypotonische Salzsiurelésungen, die unter allen Umstanden 
eine bedeutende Wasseraufnahme bewirken und ebenso selbst- 
verstandlich durch jeden Salzzusatz, mit dem ja auch eine Er- 
héhung des osmotischen Druckes verbunden war, eine Ver- 
minderung ihrer Schwellkraft erfahren muBten. Er vernach- 
lissigte vollkommen die auf die anfangliche Gewichtszunahme 
stets nachfolgende ,Entquellung*, obwohl diese doch einen 
durchgreifenden Unterschied gegeniiber dem Verhalten einfacher 
Kolloide darstellt, deren Quellung sich asymptotisch einem 
Maximum zu nahern pflegt. Am ehesten lieBe sich noch die 
Ungleichheit in der quellungshemmenden Wirkung der ver- 
schiedenen Ionen zugunsten kolloidaler Vorginge deuten. Aber 


1) R. Beutner, Unterscheidung kolloidaler und osmotischer Schwel- 
lung beim Muskel. Diese Zeitschr. 39, 280, 1912. — Einige weitere 
Versuche betreffend osmotische und kolloidale Quellung des Muskels. 
Ebenda 48, 217, 1913. 

*) R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 
4. Aufi., Leipzig 1914, S. 386. 
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ganz abgesehen davon, da8 auch Anderungen des osmotischen 
Druckes und der Permeabilitat zum Teil mit gleichem Recht 
zur Erklarung herangezogen werden kénnten, hat Fischer 
aquimolekulare Salzmengen zugesetzt, ohne zu_beriicksich- 
tigen, daB aquimolekulare Salzmengen verschiedenwertiger [onen 
nicht isotonisch sind. Dieser Umstand allein kann bereits in 
vielen Fallen die angeblich starkere ,Quellungshemmung* der 
Salze zwei- und dreiwertiger Kationen und Anionen erklaren, 
da diese in aquimolekularer Konzentration einen viel héheren 
osmotischen Druck ausiiben als die einwertigen. 

So wiirde, um dies an einem Beispiel zu erlautern, MgCl, 
in aquimolekularer Konzentration nach Fischer beim Muskel 
(und anderen Organen) die Séurequellung viel stirker hemmen 
als NaCl. Ich konnte diese Angabe bestitigen: Zwei Gastro- 
enemien eines Frosches wurden in Lésungen von "/,,,-HCl ge- 
bracht, von denen die eine 0,7°/, NaCl, die andere die damit 
iquimolekulare Menge, namlich 2,4°/, MgCl, enthielt. In 
37/, Stunden hatte das Gewicht des ersten Gastrocnemius um 
13,2 °/, zugenommen, das des zweiten eine geringfiigige Ab- 
nahme erfahren. Nun aber wurde der gleiche Versuch statt 
mit 2,4°/,iger, mit 1,8°/,iger MgCl,-Lésung angestellt, die mit 
einer 0,7°/, igen NaCl-Lésung ungefaéhr isotonisch ist. Und 
jetzt ergab sich gerade das umgekehrte Resultat: In einem 
Versuch nahm in etwa 5*/, Stunden das Gewicht des NaCl- 
Muskels um 12,7°/,, das des MgCl,-Muskels um 28,7°/, zu, in 
einem zweiten Versuche das des NaCl-Muskels um 15,1°/, und 
das des Mg(l,-Muskels um 33,6°/;. Die angebliche ,,entquellende“ 
Wirkung des Mg war also einfach durch den héheren osmotischen 
Druck der angewandten Konzentration bedingt, und sein Ein- 
fluB auf die Wasseraufnahme in sauren Lésungen ist, aus nicht 
naher untersuchten Griinden, gerade entgegengesetzt dem von 
Fischer angegebenen. Dieses Beispiel illustriert wohl zur Geniige 
die Wertlosigkeit der Fischerschen Angaben, infolge der Ver- 
nachlassigung der osmotischen Verhaltnisse. 

Von Fiirth und Lenk’) sind in den gleichen Fehler ver- 
fallen: Sie untersuchten die Gewichtsénderungen von Muskeln 


1) O. v. Fiirth und E. Lenk, Die Bedeutung von Quellungs- und 
Entquellungsvorgangen fiir den Eintritt und die Lésung der Totenstarre. 
Diese Zeitechr. 83, 341, 1911. 
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in Milchséurelésungen und fanden, da® auf die anfangliche 
Zunahme spiter eine Abnahme folgt, die nicht eine direkte 
Wirkung einer etwaigen Steigerung der Saurekonzentration durch 
die vom Muskel selbst gebildete Siure sein konnte. Da sie nun 
weiter beobachteten, daB Muskeln nach Lésung der Totenstarre, 
sowie bei kiinstlich durch Warme oder chemische Einwirkungen 
hervorgerufener Starre ein geringeres Wasseraufnahmevermégen 
zeigen, so stellten sie die Theorie auf, daB die Totenstarre des 
Muskels auf einer durch Séureansammlung bedingten Quellung, 
die Lésung der Starre dagegen auf einer Entquellung infolge 
von Gerinnung des Muskeleiweifes bei hherer Siurekonzentration 
beruhe. Auch hier ist die Méglichkeit einer Beteiligung osmo- 
tischer Vorginge, die diesen SchluBfolgerungen natiirlich ihre 
Grundlage rauben wiirde, véllig auBer acht gelassen. 


2. Die Wirkung anisotonischer Lésungen. 


Die vorangehenden Darlegungen diirften zur Geniige dar- 
getan haben, wie durchaus unsicher bisher viele unserer Kennt- 
nisse iiber die osmotischen und kolloidalen Eigenschaften des 
Muskels sind, und wie notwendig es ware, iiber Mittel zu ver- 
fiigen, die eine einwandfreie Scheidung dieser beiden Kategorien 
von Erscheinungen gestatten. Ich habe nun gefunden, da& 
relativ sehr einfache Methoden geniigen, um die durch Ande- 
rungen des Quellungsvermégens, des osmotischen Druckes und 
der Permeabilitét bedingten Wasserverschiebungen voneinander 
zu sondern’). 

Was zunichst die Sonderung der durch osmotische und 
der durch kolloidale Krafte bedingten Anderungen des Wasser- 
gehaltes anlangt, so griindet sie sich auf die einfache Uber- 
legung, daB die ersteren eine besondere Beschaffenheit der Zell- 
grenzflichen (eine ,,elektive Permeabilitat der Zellmembran“) 
zur Voraussetzung haben und daher bei Zerstérung der normalen 
Zellstruktur in Fortfall kommen miissen. Vereinzelte Versuche 
in dieser Richtung sind bereits friiher unternommen worden. 
So beobachtete, wie schon erwahnt, Beutner (1 c.) den Fort- 
fall der in anisotonischen Lésungen zu beobachtenden Gewichts- 


) Kurz mitgeteilt in: Die Untersuchung der osmotischen und. kolloi- 
dalen Eigenschaften der Gewebe. Wiener med. Wochenschr. 1916, 8. 551. 
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anderungen des Muskels bei Erhitzen auf 47°. Siebeck') sah 
die sonst festgestellte Gewichtszunahme der Froschniere in ver- 
diinnter Ringerlésung sowie in isotonischer KCl]-Lésung nach vor- 
angegangenem Gefrieren- und Wiederauftauenlassen ausbleiben. 
Eine systematische Verwertung dieses Prinzips ist bisher nicht 
erfolgt. 

Als einfachstes und sicherstes Mittel zur Zerstérung der 
Zellstruktur erschien mir die Zerkleinerung des Gewebes. Es 
wurde das folgende Verfahren eingeschlagen: Die Beinmusku- 
latur von Fréschen wurde mit der Schere in kleine Stiicke 
zerschnitten und diese mit Seesand und etwas physiologischer 
Kochsalzlésung zu einem Brei zerrieben. Durch mehrfaches 
Nachfiillen von Kochsalzlésung und AbgieBen wurde dieser 
méglichst vom Sande befreit und in Gazesickchen gefiillt, die 
nun in die verschiedenen Lésungen getaucht wurden. Es er- 
gab sich, daB auf diese Weise in der Tat die normalen osmo- 
tischen Eigenschaften des Muskels beseitigt werden, und die 
am intakten Muskel in anisotonischen NaCl-Lésungen zu be- 
obachtenden Gewichtsinderungen ganzlich in Fortfall kommen. 
Es 148t sich geradezu verfolgen, wie mit fortschreitender Zer- 
kleinerung die osmotischen Wasserverschiebungen immer geringer 
werden, um schlieBlich véllig zu verschwinden. Einige Versuchs- 
protokolle mégen das Gesagte erlautern: 

Die Wagungen sind begreiflicherweise nicht sehr genau, weil die 
Menge des von den Gazesickchen festgehaltenen Wassers immer etwas 
variieren wird; doch gelingt es bei einiger Ubung, die Differenzen der 
Wagung auf etwa 0,1 g bei einem Gesamtgewicht von 5 bis10g, d. i. 
also auf etwa 1 bis 2°/, herunterzudriicken. Da Muskeln und Muskel- 
brei mitunter in physiologischer NaCl-Lésung zunichst etwas an Gewicht 
zunehmen, mu8 man, um die eintretenden Gewichtsanderungen mit Sicher- 
heit auf die Anisotonie der Lésung beziehen zu kénnen, die Muskel- 
sickchen zweckmaBig erst einige Zeit in 0,7 °/, iger NaCl-Lésung liegen 
lassen. Um genau vergleichbare Bedingungen zu erhalten, wurden auch 
die zur Kontrolle dienenden (demselben Frosche entnommenen) intakten 
Muskeln in ein Gazesickchen eingeschlossen. 

Wie folgende Beispiele zeigen, bewirkt bereits das feine Zer- 
schneiden eine hochgradige Herabsetzung und das Zerreiben 
ein volliges Verschwinden der normalen Gewichtsainderungen, 





1) R. Siebeck, Uber die ,osmotischen Eigenschaften“ der Nieren. 
Arch. f. d. ges. Physiol. 148, 443, 1912. 
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Versuch vom 23. X. 15. 





Fein sunibelihins Muskeln 


Gewicht in: Intakte Muskeln (nicht eeetieben ') 








0,7°/, NaCl 6,55 g 5,50 g 
Aqua dest. (nach 1 Std.) | 7,40g (+13%,) | 5,90 g (+ 7,3°/,) 
5°/, NaCl (nach 1 Std.) | 6,70g (— 9,5°%/,) | 5,70 g (—3 ‘49/,) 


Versuch vom 28. X. 15. 











Fein zerschnittene Muskeln 
(nicht zerrieben !) 


Gewicht in: Intakte Muskeln 








0,7, NaCl 4,35 g 4,85 g 
3°/,NaCl (nach 1*/,Std.) | 3,70 g (—14,9°/,) 4,75 g (— 2,14) 
Aqua dest. (nach 1 Std.) | 4,50 g (+ 24,3°/)) 5,00 g (+ 5,3°/,) 


Versuch vom 25. X. 15. 











Gewicht et Sena Sisteate: ~Aesiediived 











Aqua dest. (nach110 Min.) 6.3¢ (+ 16,7°/,) 8,0g (— 1,2%,) 

5°/, NaCl (nach 60 Min.)| 5,5g (—12,7°/, 8,9 g (+11,3%9) 

die daher zweifellos osmotischer und nicht kolloidaler 
Natur sind. Selbst in destilliertem Wasser zeigt der Muskel- 
brei niemals eine deutliche Gewichtszunahme, und in stark 
hypertonischen Lésungen tritt keine Gewichtsabnahme, sondern, 
wie der angefiihrte Versuch zeigt und noch mehrfach beobachtet 
wurde, merkwiirdigerweise sogar eine Gewichtszunahme ein. 
Besonders deutlich ist diese in hypertoniséher MgCl,-Lésung. 
So wurde in zwei Versuchen mit 9°/, (d. i. der fiinffachen Kon- 
zentration einer mit physiologischer NaCl-Lésung isotonischen) 
MgCl,-Lésung bei einem Anfangsgewicht des Muskelbreies von 
7,45 und 835g in 5'/, bzw. 4*/, Stunden eine Gewichts- 
zunahme von 1,1 g (== 14,8°/,), bzw. 1,15 g (==13,8 °/,) festgestellt. 
Die Ursache dieser Erscheinung, die vermutlich mit der schon 
von Loeb nach lingerem Verweilen in Salzlésungen auch 
an intakten Muskeln beobachteten Gewichtszunahme identisch 
ist und jedenfalls nicht auf osmotischen Vorgangen beruht, 
wurde nicht weiter verfolgt. 


0,7°/, NaCl 54g | 8g 
) | 


8. Die Wirkung von Sauren. 


Gehen wir nunmehr iiber zur Untersuchung der Saure- 
wirkung nach Ausschaltung der osmotischen Faktoren. Fischer 
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verfuhr, wie schon erwahnt, einfach in der Weise, daB er die 
Froschgastrocnemien in verdiinnte Salzsiure tauchte. Stellt 
man die gleichen Versuche mit Muskelbrei an, so beobachtet 
man gleichfalls eine Gewichtszunahme, die jedoch von ganz 
anderer GroéBenordnung ist als bei intakten Muskeln, wie das 
folgende Beispiel zeigt, in welchem die Wasseraufnahme der 
Gastrocnemien und des aus der Oberschenkelmuskulatur des- 
selben Frosches bereiteten Muskelbreies miteinander verglichen 
wurde: 
Versuch vom 6. XII. 15. 


(Wagung des Muskelbreies auf etwa 0,1 g, des Gastrocnemius auf etwa 
0,01 g genau.) 














| ‘ Bl 
Gewicht in: | pes a Muskelbrei | Gewicht in: | aa | Muskelbrei 
cc Se ee ———————— a i ———— — ra me ———— f 
0,7°%NaCl. .| 0,550 g 6,50 g 0,7°%, NaCl. .| 0,565 a | 5,95 g 
Aquadest. . . | 0,940 g 6,55 g "IroHCl. . . 0,925 ¢ 6,35 g 
(nach 7 Std.) | (nach 7 Std.) 
Gew.-Zunahme| 71 °/, |in der Fehler- Gew.-Zunahme! 63,7 , 6,7, 
grenze 











Wahrend der intakte Gastrocnemius in "/,,,-HCl fast 64°), 
an Gewicht zunahm, betrug die Wasseraufnahme des Muskel- 
breies unter den gleichen Bedingungen nur etwa */,, dieses 
Wertes. In destilliertem Wasser blieb das Gewicht des Muskel- 
breies unverandert, waihrend das Gewicht des Gastrocnemius 
um 71°), anstieg, also um einen héheren Betrag als in / ,,.-HCI. 
Schon diese letztere Beobachtung zeigt klar, daB auch die Wasser- 
aufnahme in Saéurelésungen beim intakten Muskel zu bei weitem 
groBten Teile osmotischer Natur war, bedingt durch die starke 
Hypotonie der Lésung. Der quellende Einflu8 der Saure, der 
beim Muskelbrei rein zutage tritt, war in diesen Versuchen 
nicht einmal stark genug, um den Einflu8 der durch die Saure 
bedingten Steigerung des osmotischen Druckes auszugleichen. 
Die Gewichtsinderung des intakten Muskels in einer Saure- 
lésung stellt mithin die Resultante zweier Faktoren dar, eines 
kolloidalen und eines osmotischen. 


Diese Tatsache erklart eine weitere von Fischer beobachtete 
und falsch gedeutete Erscheinung. Fischer fand, daB die 
»Quellung* des Muskels bei Zunahme der Saurekonzentration 
bis zu einem gewissen Grade ansteigt, bei weiterer Steigerung 
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58 H. Winterstein: 
derselben aber wieder geringer wird. Aus seinen Tabellen er- 
gibt sich, daB das Maximum des Quellungsgrades bereits bei 
einer Konzentration von etwa "/,.,-HCl erreicht wird, und daf 
in ®/ ,99°HCl der Quellungsgrad schon deutlich niedriger ist. Ver- 
wendet man aber Muskelbrei, so findet man, da8 noch in "/,,-HCl 
eine vielfach starkere Quellung eintritt als in "/,,,.-HCl, und dab 
erst in "/,,-HCl eine deutliche Verminderung des Quellungs- 
vermégens erfolgt, die maximal quellende Konzentration also 
viel héher liegt, als Fischer angibt. Beim intakten Muskel 
wird eben der Einflu8 der durch Erhéhung der Saurekonzen- 
tration bewirkten Steigerung der Quellungskraft bei weitem 
iibertroffen durch die Verminderung der osmotischen Druck- 
differenz, die mit dieser Erhéhung einhergeht. 

Aus dem Nachweis, daB bei der Siureschwellung des in- 
takten Muskels auch osmotische Prozesse eine Rolle spielen, 
ergibt sich die von Fischer beobachtete Tatsache, daB jeder 
Salzzusatz zu der Saurelésung eine Verminderung der Wasser- 
aufnahme herbeifiihrt, als eine selbstverstindliche Notwendig- 
keit. Es fragt sich aber, ob diese Verminderung ausschlieBlich 
osmotischer und nicht vielleicht auch kolloidaler Natur ist. 
Zugunsten der letzteren Annahme spricht von vornherein die 
Beobachtung von Fischer, daB auch unorganisierte Kolloide, 
wie Gelatine oder Fibrin, durch Salze eine Quellungshemmung 
erfahren. 

Zur Entscheidung dieser Frage wurden wieder Versuche 
mit Muskelbrei angestellt, die in der Tat ergaben, daB auch 
hier die quellungshemmende Wirkung der Salze feststellbar ist. 
Wahrend der Muskelbrei, wie erwahnt, in "/,..-HCl meist eine 
leichte Quellung von einigen Prozent aufweist, bleibt diese voll- 
stindig aus, wenn die Saurelésung 0,7°/, oder auch nur die 
halbe Konzentration NaCl enthalt. — Die entquellende Wirkung 
der Salze ist auch bei hoheren Saéurekonzentrationen sehr deut- 
lich, wenn sie hier auch nur in einer Verminderung und nicht 
in einer vélligen Aufhebung der Quellung zum Ausdruck kommt. 
Der Unterschied gegeniiber osmotischen Einfliissen tritt hier 
auch darin zutage, daB diese Quellungshemmung charakteristisch 
fiir Salze ist. Wahrend nach Beutner (vgl. S. 52) am in- 
takten Muskel auch Zucker eine Verminderung der Saure- 
schwellung herbeifiihrt, ist dieser nach Ausschaltung der osmo- 
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tischen Faktoren ohne deutliche Wirkung, wie der folgende an 
dem Brei warmestarrer Muskeln angestellte Versuch zeigt, in 
welchem die Gewichtszunahme in reiner ®/,,-HCl und in "/,,-HCI 
mit Zusatz von 0,7°/, NaCl, bzw. der isotonischen Menge Rohr- 
zucker verglichen wurde: 























Gewicht ®/ 507 HCl 2! 99> HCl + NaCl | ®/,.-HCl+ Rohrzucker 
Zu Beginn . .|5,28g 5,78 g | 6,33 g 
Nach 5 Std.. .| 7,10 g (+ 35,8°/,)| 6,55 g (+ 13,3°/,) 8,05 g (+ 27,2°,) 
~ % , . .17,61g(+45,5%,)| 6,77 ¢(+17,1%,)| 9,97 g¢ (+57,5%,) 


nach 24 Stunden war annnahernd Gewichtskonstanz erreicht. 


Die Angaben Fischers, daB Salze eine quellungs- 
hemmende Wirkung ausiiben, ist mithin zutreffend, doch 
ist es am intakten Muskel wegen des Eingreifens osmotischer 
Krafte vollig unmoglich, den Grad dieser Hemmung festzustellen. 

Noch eine Erscheinung bedarf der Aufklarung: Es wurde 
friiher erwahnt (S. 53), daB intakte Muskeln in "/,,,-HCl, die 
0.7°/, NaCl enthalt, eine deutliche Gewichtszunahme zeigen; beim 
Muskelbrei hingegen wird die Quellung in dieser Saéure durch 
die gleiche NaCl-Konzentration véllig gehemmt. Diese Beob- 
achtung laé8t, wie mir scheint, nur zwei Erklarungen zu: Ent- 
weder die Muskelsalze iiben keine so stark quellungshemmende 
Wirkung aus wie die physiologische Kochsalzlésung, die in un- 
versehrte Zellen nicht einzudringen vermag, oder aber es greifen 
auch hierbei noch osmotische Prozesse ein, indem vielleicht ent- 
sprechend der von Loeb geauBerten Vorstellung (vgl. S. 50) 
die eindringende Saure eine Spaltung von Verbindungen und 
so eine Erhéhung des osmotischen Druckes im Zellinneren 
herbeifiihrt. 

4. Die ,,Entquellung“. 

Fischer sah, wie schon erwahnt, auf die ,,Saurequellung“ 
eine ,Entquellung“ folgen, und v. Fiirth und Lenk (lL. c.) 
machten diese von ihnen bestatigte Beobachtung zum Ausgangs- 
punkt weiterer Studien. Da sie das Wasserbindungsvermégen 
der Muskeln nach spontaner oder kiinstlich herbeigefiihrter 
Gerinnung vermindert fanden, so schlossen sie daraus, daB die 
»Hntquellung* auf einer Gerinnung der Muskelsubstanz beruhe, 
und griindeten darauf ihre eingangs zitierte Theorie der Ent- 
stehung und Lisung der Totenstarre (vgl. S. 54). Handelt es 








| 
| 





60 H. Winterstein: 


sich bei diesen Beobachtungen nun wirklich um kolloidale Vor- 
gange, oder spielen auch hier wieder osmotische Prozesse eine 
Rolle? 

Untersuchungen an Muskelbrei muBten auch hier die Ent- 
scheidung bringen. Die Versuche wurden in der Weise aus- 
gefiihrt, daB der in der iiblichen Weise hergestellte Brei auf 
zwei oder mehr Gazesickchen verteilt und nun der Verlauf der 
Quellung in Séurelésungen teils an unverinderten, teils an 
solchen Portionen untersucht wurde, die durch einige Minuten 
einer Temperatur von 60 bis 100° ausgesetzt worden waren. 
Die Resultate mégen an der Hand einer Reihe von Versuchs- 
protokollen abgeleitet werden. 


Versuch vom 2.1. 16 
Quellung in "/9)-HCl. 








Gewicht Frisch 
6,21 g 
6,64 g (+ 6,9%/,) 
7,04 (+134%) 

Substanzverlust durch | 

Auflésung 


Warmestarr (65°) 








Zu Beginn 
Nach 1 Stunde. . . 
7*/, Stunden . 


” e 


” 46}/, n 


(+ 18,7 lo) 
(+ 45,4°/,) 
(+ 63,5°/9) 
(+ 66,8°/,) 





Versuch vom 4. I. 16. 
Quellung in */,)-HCl mit 0,7°/, NaCl-Gehalt. 








Gewicht Frisch | Warmestarr (50 bis 60°) 











‘ 
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a et 
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, 
% 
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Nach 15 Stunden 
24 
n 38 a. ” 
od 62 "le ” 
oi-tae . 


7,94 g | 
9,42 g (+ 18,6°/,) 
9,57 g (+ 20,5°/,) 
9,75 g (+ 22,8°/,) 
9,91 g (+ 24,8.) 


| 





9,95 g (+ 25,3°/,) 


Versuch vom 6. I. 16. 


7,67 g 
8,99 g (+ 17,3%/,) 
9,16 g (+ 19,4%,) 
9,24 g (+ 20,5°/,) 
9,37 g (+ 22,2%/,) 
9,41 g (+ 22,7) 


Vergleich der Quellung frischen und bei 60° koagulierten Muskelbreies in 
"/eo-HCl mit und ohne 0,7°/, NaCl-Gehalt. 





“ 





®/4¢-HCl + NaCl 


/49-HCl 





Gewicht frisch 


koaguliert -— frisch 


| Koaguliert 








5,69 g 


4,92 g 


5,09 g 





Beginn .. 6,90 g 
Nach 6 Std. | 6,63 g (+ 16,5°/,) | 5,88 g (+ 18,5°/.)] 8,55 g (+ 23,9°/,)| 7,32 g (+ 43,8%/,) 
63 g (beginnen- 


r 21 , 
» oF n 





6,80 g (+ 19,5°/,) | 6,06 g (+ 23,2°/,)}| 8,63 
6,92 g (+ 21,6°/,) | 6,26 g (+ 27,29), 








09 g 
de Auflésung) | 8,15 ¢ 


7,84 e ty 54,0°/,) 
+ 60,1°/,) 
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Der Versuch wird mit dem Muskelbrei des letzten Stabes fortgesetzt ; 
nach weiteren 77 (insgesamt 124) Stunden ist mit ca. 8,6 g Gewichts- 
konstanz erreicht; nach weiteren 67 Stunden wird der Muskelbrei in 
*/o°-HCl gebracht; in dieser stirkeren Konzentration tritt eine Gewichts- 


abnahme ein. 


Versuch vom 9.[. 16. 
Quellung in */,,-Milchsiure mit 0,7°/, NaCl-Gehalt. 





Gewicht 


Frisch 








Koaguliert (70°) 

De a se 6,84 g 7,06 g Be sitar 
Nach 31/, Std 7,30 g (+ 6,7°%,) 7,49 g¢ (+ 6,1°/,) 
a. « 7,74 (+ 13,2%,) 8,27 g (+17,1%,) 
» 69 ” 7,83 g (+ 14,5°/,) 8,33 g (+ 18,0°,) 





Fortsetzung des Quellungsversuches in */,,-Milchséure ohne NaCl. 


Mach 7Std..... 
»n 23 » 
» 82 » 


8,50 g (+ 8,6°/,) 
9,66 g (+ 23,4°/,) 
9,88 g (beginnende 


9,58. g (+ 15,0%,) 
10,27 g (+ 23,3°/,) 
10,44 g (+ 25,3°/,) 


Auflésung) 


Der Versuch mit dem koagulierten Muskelbrei wird fortgesetzt; sein 
Gewicht steigt in erneuerter Lésung von "/,.-Milchsiure weiter an, so daB 
die Gazehiille zu eng wird und durch eine neue ersetzt werden muB; in 
dieser erfolgt ein weiteres starkes Ansteigen des Gewichts, das auch nach 
Ubertragung in destilliertes Wasser noch weitergeht, so daB 12 Tage 
nach Beginn des Versuches das Gewicht des stark verfliissigten Breies 
auf etwa das Dreifache des Anfangswertes gestiegen ist. 

Auch in einem zweiten Versuche mit "/,.-Milchsaiure stieg das Ge- 
wicht des koagulierten Muskelbreies bis zu immer weitergehender Ver- 
fliissigung in 5 Tagen auf rund das Dreifache des Anfangswertes, waih- 
rend an frischem Muskelbrei wegen des bald einsetzenden Substanzver- 
lustes durch Auflésung unter starker Triibung der umgebenden Fliissig- 
keit der Verlauf der Quellung nicht weiter verfolgbar ist. 


Versuch vom 15.1. 16. 


Vergleich der Quellung frischen und bei 100° koagulierten Muskelbreies 
in */.9-HCl und */,.-Milchsaure. 





®/eo HCl ®/,o-Milchséure 
Gewicht MESURE PRD Othe AS TEIN laced — 
frisch | koaguliert frisch | koaguliert 
5,92 g | 4,77 g 5,508 5,508 
748¢ | 612g 7,37 g 7,60 g 
(+ 26,4°/,) | (+28,3,) | (+34,0%,) | (+38,2°,) 








Nach 7 Std.. . 
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Versuch vom 27.1. 16. 
Quellung in */,,-HCI. 


Frisch Koaguliert (70°) 











5,92 g | 6,04 g 
7,78 g (+ 31,4°,) 8,09 g (+ 33,9°),) 
8,06 g | 8 


,16 g 
8,04 g 
7,98 g 


fortschreitend leichter Substanzverlust; in */,.-HCl gebracht steigt das 
Gewicht wieder innerhalb 25+/, Stunden auf 8,67 bzw. 8,55 g (um 6,4 
bzw. 7,1°/,); Zusatz von NaCl bewirkt starke Gewichtsabnahme. 

Bei lange fortgesetzten Versuchen kann eine leichte, allmahlich 
fortschreitende Gewichtsabnahme zur Beobachtung kommen, ohne da8 
immer ein direkter Substanzverlust durch Triibung der Lésung nach- 
weisbar ware. Sie beruht vielleicht auf autolytischen oder durch Mikro- 
organismen bedingten Spaltungsvorgingen und ist von ganz anderer 
GréBenordnung als die von den verschiedenen Autoren beschriebene 
,Entquellung*. So betrug z. B. in zwei an frischem und an wiarme- 
starrem Muskelbrei angestellten Versuchen in "/,,-Milchsiure mit Zusatz 
von 9,7°/, NaCl, nachdem am 2. Tage das Gewichtsmaximum von 12,12 
bzw. 12,75 g (bei einem Anfangsgewicht von 9,90 bzw. 10,77 g) erreicht 
worden war, der Gewichtsverlust im Verlaufe der folgenden 9 Tage 0,6 
bzw. 0,3 g. 

Die Resultate der vorangehend mitgeteilten Versuche stehen 
in scharfem Gegensatze zu den am intakten Muskel gewonne- 
nen Beobachtungen von Fischer und von v. Firth und Lenk. 
An unverindertem Muskelbrei ist in reiner Siéurelésung, be- 
sonders in der sehr stark quellend wirkenden "/,,-Milchsdure 
der Verlauf der Quellung meist nur kurze Zeit verfolgbar, weil 
friihzeitig eine immer weiter fortschreitende Auflésung der 
Muskelsubstanz erfolgt, die unter starker Triibung der umgeben- 
den Lésung die Gazehiille passiert. Bei Salzzusatz aber, sowie 
an durch Warme koaguliertem Muskelbrei la6t sich der Verlauf 
der Quellung durch Tage verfolgen. Es zeigt sich, da8 hier 
die Gewichtszunahme in einer Kurve von mitunter deutlich 
logarithmischem Charakter entweder bis zu einem Maximum 
ansteigt, das dann annéhernd festgehalten wird, oder bis zu 
immer starkerer Verfliissigung weitergeht. Eine Entquellung 
tritt nicht ein. 

Die Muskelkolloide verhalten sich mithin genau so wie die 
unorganisierten Kolloide, Gelatine oder Fibrin, und die von 
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den Autoren als ,Entquellung* gedeutete Gewichts- 
abnahme bei intakten Muskeln ist gar nicht kolloidaler, 
sondern osmotischer Natur. Auf ihre Ursache kommen 
wir noch zuriick. ; 

Ebenso unrichtig ist die Annahme von v. Firth und 
Lenk, daB das Quellungsvermégen der geronnenen Muskel- 
substanz geringer sei als das der genuinen. Der durch Warme 
koagulierte Muskelbrei zeigt in salzhaltigen Saurelésungen un- 
gefahr das gleiche, in salzfreien Siuren sogar oft ein bedeutend 
stirkeres Wasserbindungsvermégen. Mit dieser Feststellung 
schwindet jede sichere Grundlage fiir die von den Autoren 
aufgestellte Theorie, nach der die Totenstarre auf einem Quel- 
lungs- und ihre Lésung auf einem durch die Muskeleiweib- 
gerinnung bedingten Entquellungsvorgange beruhe. Ich stimme 
mit v. Fiirth vollkommen iiberein, daB die Totenstarre durch 
die Ansammlung von Milchséiure bedingt wird und halte es 
auch fiir sehr wahrscheinlich, daB ihre Lésung mit der Gerin- 
nung des MuskeleiweiBes in Zusammenhang steht; inwieweit aber 
bei diesen Vorgangen Quellungs- und Entquellungsprozesse eine 
Rolle spielen, 148t sich zurzeit ebensowenig mit Bestimmtheit 
sagen wie fiir die analogen Erscheinungen der Muskelzusammen- 
ziehung und -erschlaffung. 


5. Die Permeabilitat. 


Gestattet die Methode der Gewebszerkleinerung mithin in 
einfacher Weise eine Abtrennung der osmotischen von den 
kolloidalen Wasserverschiebungen, so fehlt uns zu einer rest- 
losen Analyse noch ein Verfahren zur Sonderung der durch 
Anderungen des osmotischen Binnendruckes und der durch 
Anderung der Grenzflichenpermeabilitat bedingten Erscheinun- 
gen. Gerade diese letzteren sind es ja, die aus den eingangs 
erwahnten Griinden allgemein-physiologischer Natur unser groBtes 
Interesse beanspruchen. 

Bekanntlich ist die Wigungsmethode — besonders wieder 
von Overton — auch zum Studium der Zellpermeabilitat ver- 
wendet worden auf Grund der Uberlegung, da8 nur solche 
Substanzen ein osmotisches Druckgefille und daher eine Wasser- 
verschiebung werden erzeugen kénnen, die in die Zellen nicht 
oder doch nur langsam eindringen. Auf diese Weise ha4 
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Overton (Il. c.) die Undurchgingigkeit der Zellmembran fiir die 
meisten Salze und Zucker und ihre Durchgingigkeit fiir die 
Narkotica dargetan. So. zuverlissig aber auch die Deutung 
solcher Versuche in den extremen Fallen sein wird, in denen 
die zu untersuchende Substanz entweder so rasch eindringt, 
daB sie gar keine Wasserverschiebung veranlaBt, oder aber um- 
gekehrt infolge ihres Nichteindringens osmotisch voll zur Wir- 
kung kommt, so unsicher kann sie in den dazwischenliegenden 
Fallen werden, in denen eben auBer teilweiser oder unvoll- 
kommener Durchgingigkeit auch Anderungen des osmotischen 
Innendruckes oder des Wasserbindungsvermégens mit zur Er- 
klarung herangezogen werden kénnen, wie wir dies schon fiir 
die einfache Wasseraufnahme aus einer hypotonischen Kochsalz- 
losung kennen gelernt haben. 

Das Verfahren, dessen ich mich bedient habe, um die Per- 
meabilitét von Muskeln unabhangig von allen iibrigen Faktoren 
zu untersuchen, beruht darauf, daB nicht, wie sonst iiblich, die 
im Muskel selbst eintretende Wasserverschiebung zweifelhaften 
Ursprungs, sondern die durch Muskelmembranen hindurch er- 
folgende Wasserverschiebung durch Wagung ermittelt wird. Als 
vorziiglich geeignet fiir solche Diffusionsversuche erwiesen sich 
die iiberaus zarten seitlichen Bauchmuskeln weiblicher Wasser- 
frésche (die Muskulatur der Mannchen ist viel dicker und da- 
her weniger brauchbar). Aus diesen Muskeln werden kreisrunde 
Stiicke herausgeschnitten und iiber die offenen Enden kleiner 
Glaszylinder von etwa 2 ccm Inhalt (ca. 12 mm Durchmesser 
und 20 mm Linge) gebunden, die mit einer Losung von be- 
kannter Zusammensetzung gefiillt werden. Auf diese Weise 
erhalt man gewissermaBen kiinstliche, an zwei Stellen von 


.Muskelmembranen begrenzte Zellen von genau bekanntem Zell- 


inhalt, dessen Menge durch Wagung bestimmt wird, indem man 
von dem Gesamtgewicht der Zellen dasjenige der Glasréhrchen 
und der vor dem Aufbinden gewogenen Muskelmembranen ab- 
zieht. Diese Zellen werden nun fiir eine bestimmte Zeit in 
die auf ihre osmotische Wirksamkeit zu untersuchende Lésung 
getaucht und durch neuerliche Wagung der Gesamtzellen und 
der Muskelmembranen am Ende des Versuches die eingetrete- 
nen Gewichtsinderungen des Zellinhaltes bestimmt. Auf diese 
Weise wird direkt die durch die Membranen hindurchdiffun- 











Osmotische und kolloidale Eigenschaften des Muskels. 65 


dierte Fliissigkeitsmenge gemessen, und so offenbar unabhangig 
von allen sonstigen Einfliissen die Permeabilitaét untersucht, 
welche die Muskelmembranen unter den gegebenen Bedingungen 
aufweisen. 

Diese Methode hat aber noch einen anderen und, wie wir 
sehen werden, sehr bedeutungsvollen Vorteil. Bisher ist, soweit 
ich dies tibersehe, stets nur die Permeabilitat fiir die gelésten 
Bestandteile, aber nie die fiir Wasser beriicksichtigt worden. 
Wenn wir aber finden, daB ein Organ unter bestimmten Be- 
dingungen, z. B. ein Muskel nach Eintritt der Starre, aus der 
gleichen Lésung weniger Wasser aufnimmt, so kénnte diese 
Erscheinung, sofern sie iiberhaupt durch eine Anderung der 
Permeabilitét bedingt ist, ebensowohl auf einer Zunahme der 
Permeabilitaét fiir die gelésten Bestandteile, wie auf 
einer Abnahme der Permeabilitat fiir Wasser beruhen. 
Diese letztere Méglichkeit scheint bisher kaum in Betracht ge- 
zogen worden zu sein +). 

Das oben beschriebene Verfahren gestattet nun auch eine 
einwandfreie Untersuchung dieser Frage. Fiillt man die kiinst- 
liche Zelle mit der Lésung einer chemisch gut bestimmbaren 
Substanz, z. B. einfach mit physiologischer Kochsalzlésung, deren 
Salzgehalt durch Chlortitration leicht genau festgestellt werden 
kann, und titriert am Ende des Versuches den Salzgehalt des 
Zylinderinhaltes, so ergibt die eingetretene Anderung desselben 
die GroéBe der Salzdiffusion und damit der Salzpermeabili- 
tat, wahrend die gleichzeitige Beriicksichtigung der durch 
Wagung ermittelten Wasserverschiebung einen Schlu8 auf die 
Wasserpermeabilitat zulaBt. Finden wir z. B. daB die 





1) vy. Fiirth und Lenk (I. c. 347) geben allerdings an, Fletcher 
(1. ¢.) habe die von ihm beobachtete Verminderung der Wasseraufnahme 
starrer Muskeln aus hypotonischen (die Autoren schreiben ,hypertoni- 
schen“) Lésungen dahin gedeutet, daB ,die den Muskel gegen das auBere 
Medium abgrenzende ,Membran‘ ihre Durchlassigkeit fiir Wasser eingebuBt 
habe“. Aber in Fletchers Arbeit sucht man vergeblich nach einer 
solchen Behauptung. Fletcher spricht vielmehr lediglich von einem 
Verlust der Semipermeabilitét, die er aber nicht auf eine Undurch- 
gangigkeit fiir Wasser, sondern, wie schon eingangs erwahnt (vgl. 8. 51), 
gerade umgekehrt — und, wie wir sehen werden, tatsachlich zutreffend — 
auf eine Erhéhung der Durchlassigkeit fiir die gelésten Bestandteile, auf 


ein ,Lécherigwerden“ der Membran zuriickfihrt. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 5 
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kiinstliche Zelle unter bestimmten Bedingungen bei gleicher 
osmotischer Druckdifferenz aus einer hypotonischen Lésung 
weniger Wasser aufnimmt, und ergibt die Titration eine Zu- 
nahme der Salzdiffusion, die ausreicht, um die verminderte 
Wasseraufnahme zu erkliren, so ist diese durch Erhéhung 
der Salzpermeabilitét bedingt; ergibt die Titration des Zell- 
inhaltes aber, daB die Salzdiffusion unverandert geblieben oder 
gar gleichfalls vermindert ist, so muB die Ursache der Er- 
scheinung in einer Verminderung der Wasserpermeabilitat 
gelegen sein. 

Andert sich die Permeabilitiét sowohl fiir Wasser wie fiir 
die gelésten Bestandteile, so wird, wenn auch der relative An- 
teil beider Durchgiangigkeitsverinderungen nicht festgestelit 
werden kann, doch die auf Grund der Bestimmung der auf- 
genommenen Wassermenge und der abgegebenen Salzmenge 
leicht durchfiihrbare Berechnung der Konzentration des Zylinder- 
inhaltes am Schlusse des Versuches eine Beurteilung dieser 
Erscheinung erméglichen. Denn bei gleicher Versuchsdauer 
wird unter sonst gleichen Bedingungen der Konzentrationsaus- 
gleich bei Verminderung der Permeabilitaét offenbar nur einen 
geringeren, bei Erhéhung derselben dagegen einen starkeren 
Grad erreichen. Die Endkonzentration des Zylinder- 
inhaltes am Schlusse des Versuches stellt mithin einen 
getreuen MaBstab der Allgemeinpermeabilitat dar, 

Diese Methode wurde in der Hauptsache dazu benutzt, 
den EinfluB der Narkose auf die Permeabilitét zu studieren. 
Von den Resultaten dieser Untersuchungen, iiber die in einer 
gesonderten Mitteilung berichtet werden soll, sei hier nur das 
eine hervorgehoben, daB in der Tat auch die Permeabilitat 
fiir Wasser veranderlich und mindestens ebenso groBen 
Schwankungen unterworfen ist, wie die Permeabilitat 
fiir geléste Bestandteile. 

Im Folgenden sollen von den Permeabilitétsversuchen nur 
jene angefiihrt werden, die fiir die im Vorangehenden be- 
sprochenen Erscheinungen von Bedeutung sind. 

Bringt man eine mit physiologischer Kochsalzlésung gefiillte 
kiinstliche Zelle in eine hypotonische Lésung, am einfachsten 
in destilliertes Wasser, so tritt durch Wasseraufnahme eine 
starke Gewichtesteigerung ein. Um eine Beeinflussung der 
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Wasseraufnahme durch elastische Anspannung der Muskelmem- 
branen zu vermeiden, muB man dafiir Sorge tragen, daB diese 
zu Beginn des Versuches nach innen gebaucht sind, und daB 
der Versuch nicht zu lange (am besten etwa 1 Stunde) fort- 
gesetzt wird. Die Gewichtsinderungen weichen bei Muskeln 
verschiedener Frésche nicht unerheblich voneinander ab, da- 
gegen ist die Permeabilitét von Membranen desselben Muskels 
sehr gleichartig, so daB zwei mit den Muskeln des namlichen 
Frosches bespannte Zellen unter den gleichen Bedingungen auch 
sehr gut iibereinstimmende Gewichtsinderungen aufweisen. Dies 
ist methodisch von Wichtigkeit, denn da, wie wir gleich sehen 
werden, der Diffusionsversuch selbst bereits eine Anderung der 
Permeabilitatsverhaltnisse herbeifiihren kann, ist es bei Unter- 
suchung des Einflusses bestimmter Faktoren erforderlich, stets 
eine Kontrollzelle mit zu untersuchen, die sich unter genau den 
gleichen Bedingungen (mit AusschluB des betreffenden Faktors) 
befindet. 

Die Chlortitration des Zellinhaltes nach Mohr mit "/,,- 
oder "/,,-AgNO,, die unter den gegebenen Verhiltnissen die 
GréBe der Salzdiffusion mit einer Genauigkeit von etwa 2 bis 
3°/, des Gesamtgehaltes zu ermitteln gestattet, lehrt, daB meist 
auch ein geringes Herausdiffundieren von NaCl erfolgt. (Dieses 
ist bei Verwendung von destilliertem Wasser als umgebender 
Lésung auch in dieser durch Titration meBbar, doch empfiehlt 
sich diese Bestimmung wegen der geringeren Genauigkeit der 
Methode bei so extremen Verdiinnungen viel weniger als die 
Titration des Zylinderinhaltes.) Es 1aBt sich nicht mit Be- 
stimmtheit sagen, ob diese geringe (bei ca. 1 stiindigen Ver- 
suchen mit destilliertem Wasser meist etwa 3 bis 6°), be- 
tragende) NaCl-Diffusion auf einer geringen Durchgangigkeit 
der normalen Muskelzellen fiir NaCl beruht; denn einmal 
kénnte es sich um eine Diffusion durch die Interstitialraume 
zwischen den einzelnen Muskelfasern, dann aber auch um eine 
bereits durch die Wasseraufnahme der Muskelzellen bedingte 
abnorme Durchlassigkeit handeln. 

Fiihrt man namlich denselben Diffusionsversuch unter ganz 
den gleichen Bedingungen an ein und derselben kiinstlichen 
Zelle mehrmals nacheinander aus, so beobachtet man, daB all- 
miahlich eine Zunahme der Salzdiffusion eintritt, die, wenn sie 

hited 
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einen geringen Grad besitzt, von einer leichten Erhéhung der 
Wasseraufnahme begleitet sein kann, dagegen, wenn die Steige- 
rung der Permeabilitét einen héheren Grad erreicht, infolge der 
Verminderung des osmotischen Druckgefalles zu einer Herab- 
setzung der Wasseraufnahme fiihrt. Eine besonders deutliche 
Schadigung der normalen Semipermeabilitét wird nachweisbar, 
wenn man die Muskelmembranen langere Zeit nach dem Versuche 
in physiologischer NaCl-Lésung liegen la6t. Einige Beispiele 
moégen das Gesagte erlautern: 


Versuch vom 9.L 16. 


Zylinder mit 0,7°/,iger NaCl-Lésung gefiillt und in destilliertes Wasser 
getaucht. Drei unmittelbar aufeinanderfolgende Versuche von je | stiin- 
diger Dauer. 











w yasseraufnahme 8,0 11,9 
Salzabgabe 43 5,4 
Endkonzentration des Zylinderinhaltes : 0,62 0,59 





Der Versuch zeigt die allmahliche Steigerung der Salz- 
permeabilitaét, mit der augenscheinlich auch eine Erhéhung 
der Wasserpermeabilitat einhergeht. Denn die durchdiffun- 
dierte Wassermenge ist im zweiten Versuche absolut grdBer, 
und im dritten zwar dem absoluten Werte nach wieder etwas 
vermindert, aber in Anbetracht der Verringerung des osmo- 
tischen Druckes durch die Salzabgabe relativ noch starker ver- 
mehrt. Dies kommt am deutlichsten zum Ausdruck, wenn man 
die Endkonzentration berechnet, die der Zylinderinhalt am 
Schlusse jedes Versuches aufweist. Trotzdem die osmotische 
Druckdifferenz zu Beginn jedes Versuches stets die gleiche ist 
(0,7°/,ige NaCl-Lésung gegen destilliertes Wasser), sinkt die 
Endkonzentration immer mehr ab, wie friiher ausgefiihrt, ein 
klares Zeichen der wachsenden Allgemeinpermeabilitat. 

Den EinfluB langerer Aufbewahrung in physiologischer 
Kochsalzlésung (bei Zimmertemperatur) zeigt der folgende Ver- 
such: 

Versuch vom 29/30. XIL. 15. 
Zylinder mit 0,7°/,iger NaCl-Lésung gefiillt und in destilliertes Wasser 
getaucht, in Versuch 1 und 2 fiir je 70 Minuten, in 3 und 4 fir je 
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60 Minuten. In den Zwischenzeiten zwischen den Versuchen werden die 
Muskelmembranen in 0,7°/,iger NaCl-Lisung aufbewahbrt. (Ein voran- 
gehender Versuch mit Alkoholnarkose ist nicht mit angefiihrt.) 

















2 3 4 
1 | @%%_Std. | (144), Std. | (24 Std. 
| spater) nach 2) nach 3) 
| %lo lo *lo 
T 
Wasseraufnahme . 13,9 | 6,4 | 5,8 48 
Salzabgabe .. . : a 14,4 | 93,4 i 38 
Endkonzentration . 0,60 | 056 | 051 | 0,48 


Ebenso wie lange Versuchsdauer und Aufbewahrung fiihrt 
auch durch Warmewirkung erzeugte Koagulation des Muskel- 
eiweiBes zu einem sehr hohen Grade von Durchilassigkeit, zu 
einem so gut wie vollkommenen Verlust der Semipermeabilitat. 
Wahrend, wie schon erwahnt, die Salzdiffusion (aus 0,7°/,igem 
NaCl gegen destilliertes Wasser) im allgemeinen beim frischen 
Muskel in 1 stiindigen Versuchen etwa 3 bis 6°/, betragt, zeigten 
bei 50 bis 60° warmestarr gemachte Membranen in einem Ver- 
suche eine Salzdiffusion von 19,1°/,, in einem zweiten Versuche 
eine solche von 21,7°/,. 


Der direkte Nachweis dieser Permeabilitatssteigerung fiihrt 
— in voller Ubereinstimmung mit der zuerst von Fletcher 
gegebenen Erklarung (vgl. 8.51) — die vermeintliche ,,Ent- 
quellung“ nach vorangegangener Wasseraufnahme ebenso wie 
die verminderte Wasseraufnahme starrer Muskeln aus hypoto- 
nischen und sauren Lésungen in einfacher Weise auf das Wir- 
ken osmotischer Krafte zuriick, Denn mit dem mehr oder 
minder weitgehenden Verluste der ,,Semipermeabilitét“, mit dem 
»Lécherigwerden“ der Membran, die nun auch fiir die gelésten 
Bestandteile durchgingig ist, mu8 ein Herausdiffundieren dieser 
letzteren in die umgebende Lésung erfolgen und so eine Ver- 
minderung des osmotischen Druckes im Zellinneren eintreten. 


6, Zusammenfassung. 

Die Zerstérung der Gewebsstruktur durch Zerkleinerung 
bietet ein einfaches Mittel, die kolloidalen und die osmotischen 
Eigenschaften von Geweben gesondert zu untersuchen. 

Versuche mit Muskelbrei ergeben, daB die Gewichtsinde- 
rungen des Muskels in anisotonischen Kochsalzlésungen rein 
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osmotischer, die Wasseraufnahme in sauren Losungen zum Teil 
osmotischer und zum Teil kolloidaler Natur ist. 

Auch die rein kolloidale Séurequellung des Muskels kann 
durch Salze gehemmt werden, nicht aber durch Zucker. 

Die Saurequellung der Muskelsubstanz verlauft ganz analog 
jener der unorganisierten Kolloide (wie Fibrin oder Gelatine). 
Eine spontane ,Entquellung“ bei unveranderten auBeren Be- 
dingungen findet nicht statt. Die nachtragliche Wasserabgabe 
gequollener Muskeln ist osmotischer und nicht kolloidaler Natur. 

Die geronnene Muskelsubstanz besitzt kein geringeres, 
sondern in reinen Saurelésungen sogar ein gréBeres Wasser- 
bindungsvermégen als die genuine. Damit entfallt jeder sichere 
Anhaltspunkt fiir die Deutung der Lésung der Totenstarre als 
»Entquellungsvorgang“. 

Ein isoliertes Studium der Muskelpermeabilitat wird er- 
méglicht durch Messung der Diffusion durch zarte Muskelmem- 
branen. Eine gesonderte quantitative Untersuchung der Wasser- 
und der Salzdiffusion liefert ein klares Bild der Permeabilitats- 
verhaltnisse. Nicht bloB die Permeabilitét fir geléste Bestand- 
teile, sondern auch jene fiir Wasser ist innerhalb weiter Grenzen 
veranderlich. Die Permeabilitat des normalen Muskels fiir Koch- 
salz ist, wenn iiberhaupt vorhanden, sehr gering; mit der Dauer 
der Aufbewahrung steigt sie an und fihrt schlieBlich zu einer 
fast freien Salzdurchgaingigkeit (volligem Verlust der ,Semi- 
permeabilitat“). Koagulation des MuskeleiweiBes hat die gleiche 
Wirkung. Hierdurch finden die vermeintlichen ,,Entquellungs- 
vorgange“ ihre einfache Erklarung. 








Beitrage zur Kenntnis der Narkose. 


IV. Mitteilung. 
Narkose und Permeabilitat. 


Von 
Hans Winterstein. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Bingegangen am 18. Marz 1916.) 


1. Der Stand des Problems. 


Sieht man von gelegentlichen Beobachtungen ab, die sich 
im Sinne einer Beeinflussung der normalen Grenzflichen- 
beschaffenheit tierischer und pflanzlicher Zellen durch die 
Narkotica deuten lassen, so scheint Alcock*) der erste gewesen 
zu sein, der die Annahme solcher Verainderungen zur Grund- 
lage von Vorstellungen iiber den Mechanismus der Narkose 
gemacht hat. Alcock fand zunichst in Versuchen an Frosch- 
nerven (Part I), daB Chloroformdampf, der bei Einwirkung auf 
den ganzen Nerven ein Absinken des Ruhestromes herbeifiihrt, 
bei lokaler Applikation auf das durchschnittene Ende eine 
Steigerung, bei solcher auf den Langsschnitt dagegen eine Ver- 
minderung des Ruhestromes veranlaBt, mithin ebenso wirkt wie 
eine Verletzung. Bei rechtzeitiger Entfernung des Chloroform- 
dampfes konnte eine Erholung beobachtet werden. Ahnlich, 
nur schwacher wie Chloroform, wirkte Ather. Da eine nennens- 
werte Anderung des Widerstandes nicht feststellbar war, muBte 
die Wirkung dieser Substanzen auf einer Verminderung der 
Polarisation beruhen. Versuche an der isolierten Froschhaut 


1) N. H. Alcock, The action of anaesthetics on living tissues. 
Part I. Proc. Roy. Soc. London (B), 77, 267, 1906; Part Il. ibid. 78, 
159, 1906. 
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(Part II) ergaben, daB Chloroformdampf bei Einwirkung auf 
die Innenflache wirkungslos bleibt, bei Applikation auf die 
AuBenfliche aber eine Aufhebung des Ruhestromes herbeifiihrt. 
Zur Erklarung dieser Erscheinungen entwickelte Alcock eine 
schematische Struktur, die in der Annahme gipfelt, daB die 
Zellen an der AuBenseite von einer semipermeablen Membran 
begrenzt sind, welche eine Art von Ionen rascher passieren laBt. 
Durch Chloroform wiirde dieser semipermeable Mechanismus 
vernichtet. Da auch die an Nerven beobachteten Erscheinungen 
sich dieser Anschauungsweise gut einordnen lieBen, so wiirde 
die Wirkung der Narkotica ganz allgemein darin zu suchen 
sein, daB sie durch Erhéhung der Durchlassigkeit der 
Zellmembran den semipermeablen Apparat der Zelle 
zerstoren. 

Es mu8 darauf hingewiesen werden, daB die Schlub- 
folgerung Alcocks, daB die Stérung des semipermeablen 
Mechanismus, sofern es sich iiberhaupt um eine solche handelt, 
auf einer Erhéhung der Durchgingigkeit beruhe, aus der 
Verminderung des Ruhestromes allein nicht ableitbar ist. Denn 
eine Abschwichung des elektrischen Potentials gestattet auch 
vom Standpunkte der Membrantheorie noch keinen Schlu8 auf 
die Art ihres Zustandekommens, weil sie offenbar ebensogut 
durch eine Erhéhung der Durchgangigkeit der schlecht perme- 
ierenden Ionen, wie durch eine Verminderung der Durchgingig- 
keit der gut permeierenden Ionen bedingt sein kénnte. Wohl 
aber wiirde die von Alcock bei lokaler Applikation des 
Narkoticums auf den Nerven beobachtete Negativitaét der be- 
troffenen Stelle entschieden im Sinne einer Erhéhung sprechen, 
ebenso wie ganz analoge Versuche, die Galeotti.und di 
Cristina’) an unversehrten Froschsartorien anstellten, und in 
denen sie bei lokaler Applikation narkotischer Dimpfe das 
Auftreten einer Potentialdifferenz beobachteten, bei der der 
narkotisierte Teil sich stets negativ erwies. Doch erwahnen 
die Autoren, daB diese Erscheinung niemals vdllig reversibel 
war, und auch Héber beobachtete in seinen spiaiter zu be- 


*) G. Galeotti e G. di Cristina, Correnti di demarcazione nei 
muscoli di rana in diverso modo alterati. Ztschr. f. allg. Physiol. 10, 
1, 1910. 
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sprechenden Versuchen eine solche Negativitaét nur bei irre- 
versibel toxischen Konzentrationen. 

Die Annahme einer Erhéhung der Permeabilitat hat auch 
H. H. Meyer’) den Vorstellungen zugrunde gelegt, durch die 
er vom Standpunkte der Lipoidtheorie aus den Mechanismus 
der Narkose zu erklaren suchte. Gestiitzt auf die Beobachtungen 
Alcocks und auf Versuche von Chiari’), der unter dem Ein- 
flu8 narkotischer Dampfe ebenso wie bei einer durch Gefrieren 
bedingten Zersprengung der Zellen eine bedeutende Beschleu- 
nigung der Autolyse in der Leber feststellen konnte, nahm 
Meyer an, daB die Narkotica vermége ihrer lipoidlésenden 
Wirkung die Lipoidmembranen, welche die Zellen von auBen 
begrenzen und die Zwischenwinde des schaumig strukturierten 
Protoplasmas bilden wiirden, auflockern und so eine ,,Anderung 
der normalbegrenzten Ionenpermeabilitét“ bewirken, die eine 
Grundbedingung fiir den chemischen ProzeB der Erregung be- 
deutet. Héber*) hat gegeniiber dieser Auffassung hervor- 
gehoben, daB die lipoidlésende Wirkung der Narkotica, wie sie 
bei der durch sie bedingten Himolyse besonders deutlich zu- 
tage tritt, nicht bei narkotischen, sondern erst bei viel héheren, 
irreversibel toxischen Konzentrationen zu beobachten ist, wahrend 
schwache Konzentrationen nach Angabe verschiedener Autoren 
eine Fallung der Lipoide, also eine Verdichtung der Plasma- 
haut bewirken wiirden. So berechtigt aber auch Hébers Hin- 
weis auf die Notwendigkeit ist, bei Erklarung des Wirkungs- 
mechanismus der Narkotica die Konzentration zu_beriick- 
sichtigen, in der sie ihre Wirkung entfalten, so laBt sich gegen 
die letztgenannte Deutung wieder einwenden, da eine Ver- 
ringerung des Dispersitaétsgrades der Plasmahautkolloide durch- 
aus nicht mit einer Verminderung der Permeabilitat verbunden 
zu sein braucht, sondern auch mit einer Erhéhung derselben 
einhergehen kénnte, und, wie wir noch sehen werden, auch 
tatsachlich einhergeht. 


) H.H. Meyer, Uber die Beziehungen zwischen Lipoiden und 
pharmakologischer Wirkung. Miinch. med. Wochenschr. 56, 1577, 1909. 

*) R. Chiari, Beeinflussung der Autolyse durch die Narkotica der 
Fettreihe. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 60, 256, 1909. 

*) R. Hiber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 
4. Aufi. 1914, 465. ‘ 
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Gerade zu den entgegengesetzten Vorstellungen wie die 
vorangehenden Autoren gelangten auf Grund ihrer Versuche 
Héber und Lillie. Héber') beobachtete, daB die durch lokale 
Applikation verschiedener Salze auf den Muskel erzeugten 
»Salzruhestr6me“ durch Narkotika abgeschwicht bzw. auf- 
gehoben werden. Da nun diese Salzruhestréme analog den 
durch Erregung erzeugten Aktionsstrémen auf einer Anderung 
des Zustandes der Plasmahautkolloide beruhen wiirden, so 
wiirde die Narkose in einer Hemmung oder Verhinderung dieses 
dem Erregungsvorgange zugrunde liegenden_,,Kolloidprozesses“ 
bestehen. Eine Bestitigung dieser Auffassung erblickte er in 
dem Umstande, daB die bei Einwirkung von Kaliumsulfat auf 
den Nerven sonst firberisch nachweisbare ,Auflockerung der 
Achsenzylinder“ bei gleichzeitiger Narkose des Nerven ausbleibt. 

Gleichfalls in der Feststellung eines Antagonismus zwischen 
Narkose und Salzwirkung gipfeln die Versuche von Lillie’). 
Als Versuchsobjekt dienten ihm vor allem die Larven des 
Wurmes Arenicola. Diese zeigen beim Einbringen in eine reine 
dem Seewasser isotonische Kochsalzlésung gleichzeitig eine sehr 
starke, nach kurzer Zeit voriibergehende Contraction der ge- 
samten Muskulatur, einen Austritt des in den Zellen enthaltenen 
gelben Pigmentes und einen mit Zerfall einhergehenden Still- 
stand der Cilienbewegung. Alle diese Folgen kénnen nun durch 
die verschiedensten Narkotica (die in starken Dosen selbst die 
gleichen Wirkungen erzeugen) in entsprechender Konzentration 
gehemmt, in ganz schwachen wenigstens gemildert werden. In 
dem vollstandigen Parallelismus, der hierbei zwischen Muskel- 
contraction und Pigmentaustritt zu beobachten ist, sieht der 
Verfasser einen klaren Beweis dafiir, daB sowohl der in der 
Contraction zutage tretende Erregungszustand wie die in der 
Pigmentdiffusion sich auBernde Cytolyse auf der gleichen Ur- 
sache, namlich einer Permeabilitatssteigerung beruhen, die durch 


a 


1) R. Héber, Beitrige zur physikalischen Chemie der Erregung 
und der Narkose. Arch. f. d. ges. Physiol. 120, 492, 1907. 

*) R. 8. Lillie, On the connection between changes of permeability 
and stimulation etc. Amer. Journ. of Physiol. 24, 14, 1909. — Antagonism 
between salts and anaesthetics. I. ibid. 29, 372, 1912; IL. ibid. 30, 1, 
1912; IIL. ibid. 31, 255, 1913. — The physico-chemical conditions of 
anaesthetic action. Science, N. S. 37, 764, 1913. 
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die Narkose behindert werden. Héber') erblickt dagegen 
gerade in diesem Parallelismus nicht mit Unrecht einen Ein- 
wand gegen die Beweiskraft der Versuche, da die Mdéglichkeit 
besteht, daB der Pigmentaustritt lediglich eine Folge der starken 
(und durch die Narkose verminderten) Muskelcontraction dar- 
stellt und mit einer Permeabilitétsinderung gar nichts zu tun 
hat. Gegen diesen Einwand spricht allerdings der Umstand, 
daB Lillie (1. c. IL) einen solchen Pigmentaustritt in isotonischen 
Lésungen reiner Na- oder K-Salze und seine Verhinderung 
durch Narkotica auch an Seeigeleiern (von Arbacia) feststellen 
konnte. 

Im Sinne seiner obigen Auffassung deutet Lillie*) auch 
die folgende Beobachtung: J. Loeb hat bekanntlich entdeckt, 
daB unbefruchtete Seesterneier durch verschiedene Agentien zur 
Bildung einer Furchungsmembran veranlaBt und durch Nach- 
behandlung mit hypertonischen Salzlésungen oder schwachen 
Cyansalzlésungen vor dem sonst meist eintretenden Zerfall be- 
wahrt und zur weiteren parthenogenetischen Entwicklung ge- 
bracht werden kénnen. Lillie fand nun, daB bei Asterias- 
eiern, die durch Einwirkung von Fettsiéuren oder Erwiarmen 
zur Bildung einer Furchungsmembran veranlaBt wurden, auch 
eine Nachbehandlung mit verschiedenen Narkoticis die sonst 
drohende Cytolyse zu verhindern vermag. 

Wahrend Héber auf Grund seiner Versuche zunichst 
bloB die allgemeine und in ihrer Unbestimmtheit die Erkenntnis 
wenig férdernde SchluBfolgerung gezogen hatte, daB die Narkose 
den der Erregung zugrunde liegenden ,,Kolloidvorgang* hemme, 
entwickelte Lillie in iiberaus klarer Weise eine jetzt auch von 
Héber vertretene ,Permeabilitatstheorie* der Narkose, die, 
wenn sich ihre Grundlagen als richtig erweisen, allen Anforde- 
rungen an eine allgemeine Narkosetheorie entspriche, da sie 
eine Zuriickfiihrung der narkotischen Herabsetzung der Erreg- 
barkeit auf das allgemeine Problem der Erregung bedeuten 
wide. 

Lillie geht aus von der Membrantheorie, welche die an 
den ruhenden Geweben nachweisbaren elektromotorischen Kriifte 


*) R. Hiéber, Physikalische Chemie |. c. S. 466. 
*) Lillie, The physiology of cell-division. V. Journ. of exper. Zool. 
15, 28, 1913. 
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als die Folgen einer durch die ungleiche Ionenpermeabilitat 
der Plasmahaut bedingten Polarisation derselben auffaBt und 
dementsprechend die mit der Erregung einhergehenden Ande- 
rungen des elektrischen Potentials als Folgen einer Anderung 
dieser Permeabilitét deutet. Diese Auffassung findet eine feste 
Stiitze in dem Nernstschen Erregungsgesetz, das uns den Aus- 
gangspunkt des Erregungsvorganges in einer Anderung der 
lonenkonzentration suchen 1aBt, fiir deren Zustandekommen 
wohl nur an den Zellgrenzflichen Bedingungen gegeben sind. 
Gestiitzt nun auf den vollkommenen Parallelismus, den seine 
oben erwahnten Versuche fiir die Beeinflussung des Erregungs- 
prozesses einerseits und der cytolytischen Wirkungen anderer- 
seits durch verschiedene Agentien ergeben haben, sieht Lillie 
das Wesen des Erregungsvorganges in Veranderungen der 
Plasmahaut, die mit einer Erhéhung ihrer Durchgingigkeit 
einhergehen. Dementsprechend miissen alle Faktoren, die auf 
irgendwelche Weise dieser Erhéhung der Durchgingigkeit ent- 
gegenwirken, die Erregbarkeit herabsetzen bzw. den Erregungs- 
prozeB vollig unméglich machen. Zu diesen Faktoren wiirden 
die Narkotica gehéren, die durch ihre Ansammlung in den 
Lipoiden der Plasmahaut den Eintritt der Permeabilitits- 
steigerung verhindern und so einerseits die Erregbarkeit herab- 
setzen bzw. aufheben, und andererseits ,antitoxisch“ gegen alle 
Agentien wirken, die, wie die reinen Salzlésungen oder die zur 
Anregung der kiinstlichen Parthenogenese dienenden Stoffe, ihre 
Giftwirkung durch eine schlieBlich zur Cytolyse fiihrende Er- 
héhung der Plasmahautpermeabilitét ausiiben. 

So ansprechend diese Theorie erscheint, so sind doch die 
bisher angefiihrten Argumente von Héber und Lillie nur 
indirekt und unsicher, da sie sich -auf die Feststellung be- 
schranken, daB die Narkotica Wirkungen zu verhiiten imstande 
sind, deren Zuriickfiihrung auf eine Permeabilitatssteigerung 
zwar wahrscheinlich sein mag, aber doch immer nur hypothetisch 
ist. Der erste, der direkte Versuche iiber den EinfluB der 
Narkotica auf die Permeabilitat der Plasmamembran anstellte, 
war Lepeschkin’). Von der Vorstellung ausgehend, daB die 


*) W. W. Lepeschkin, Uber die Einwirkung anisthesierender 
Stoffe auf die osmotischen Eigenschaften der Plasmamembran. Ber. d. 
Deutsch. botan. Ges. 29, 349, 1911. 
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Narkotica in schwacher, den Dispersitaétsgrad der KiweiSkérper 
nicht unmittelbar andernder Konzentration die chemische Zu- 
sammensetzung des Dispersionsmittels der Plasmamembran in 
dem Sinne andern miiBten, daB die in den Narkoticis schlecht, 
in Wasser dagegen gut léslichen Stoffe sie schwerer zu durch- 
dringen vermégen, untersuchte er, ob die Permeabilitaét fiir 
solche Substanzen, wie Salze und Anilinfarbstoffe, wihrend der 
Narkose eine Verminderung erfahre. Er fand zunichst, in 
Bestatigung gelegentlicher Angaben von Pfeffer, der an chloro- 
formierten Wurzelhaaren von Trianea eine Verlangsamung der 
Farbstoffspeicherung gegeniiber der Norm beobachtet hatte, 
daB lebende (nicht aber getétete) Spirogyrazellen in Ather- 
narkose das in Ather unlésliche Methylenblau oder Methylgriin 
schwacher aufnehmen als ohne Narkose, wahrend bei Ver- 
wendung des in Ather léslichen Bismarckbrauns kein Unter- 
schied in der Farbung zu erkennen war. 

Die Beweiskraft dieser Versuche ist jedoch in Anbetracht 
des komplizierten und noch nicht geniigend geklirten Mechanismus 
der Farbstoffspeicherung wohl nicht sehr hoch zu bewerten, 
zumal Ruhland’) bei Wiederholung dieser Versuche weder mit 
dem in Ather vdllig unléslichen Methylengriin noch mit dem 
in Ather sehr gut léslichen Neutralrot einen Unterschied in der 
Farbstoffspeicherung zwischen unnarkotisierten und mit Ather 
narkotisierten Spirogyrafaiden festzustellen vermochte. 

Von groBerer Bedeutung dagegen sind Lepeschkins mit 
der plasmolytischen Methode ausgefiihrte quantitative Be- 
stimmungen, die in der Tat ergaben, daB die Blattepidermis- 
Zellen von Tradescantia discolor unter dem EinfluB von 0,05 bis 
0,12°/,igem Chloroformwasser und 1 bis 2*/,°/,igem Ather- 
wasser eine Verminderung der Permeabilitat fiir Salpeter zeigen, 
wahrend héhere Chloroformkonzentrationen (von 0,2°/, an) nicht 
bloB keine Verminderung, sondern sogar eine Erhéhung der 
Permeabilitat bewirkten, die der Verfasser auf eine Koagulation 
der EiweiBkorper der Plasmahaut und einen dadurch bedingten 
Verlust ihrer selektiven Permeabilitét zuriickfiihrt. 

In bester Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen 





1) W. Ruhland, Studien iiber die Aufnahme von Kolloiden durch 
die pflanzliche Plasmahaut. Jahrb. f. wiss. Botan. 51, 376, 1912. 
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Lepeschkins stehen die Ergebnisse der Versuche, die Oster- 
hout?) tiber den EinfluB der Narkotica auf die elektrische 
Leitfahigkeit von Rollen anstellte, die aus einer groBen Zahl 
von Laminariascheiben zusammengesetzt waren. Er fand, da8 
die Narkotica in schwachen Konzentrationen (1°/, Ather, 
0,05°/, Chloroform, 0,05°/, Chloralhydrat, 3°/, Alkohol) eine 
reversible Verminderung, in starken Konzentrationen eine ir- 
reversible Erhéhung der Leitfahigkeit herbeifiihren, und schloB 
daraus, daB die Narkose, deren wichtigstes Kennzeichen die 
Reversibilitét darstelle, mit einer Verminderung der Permeabi- 
litat einhergehe. 

Gegen diese Versuche laBt sich jedoch einwenden, daB die 
Bestimmung des Kohlrauschschen Widerstandes allein noch 
keine sichere SchluBfolgerung gestattet, weil dieser nicht bloB 
von der Permeabilitéit, sondern auch von der Zahl der freien 
Ionen abhingt, die durch Stoffwechselveranderungen in der 
Narkose eine nicht zu iibersehende Beeinflussung erfahren 
kénnte. Auch fehlt bei diesen Versuchen ebenso wie bei jenen 
Lepeschkins ein direkter Nachweis, daB die beobachtete 
Permeabilitaétsinderung auch wirklich mit einer ,,Narkose“, 
d. h. mit einer reversiblen Verminderung irgendwelcher Lebens- 
funktionen verbunden war, was bei den betrichtlichen Ver- 
schiedenheiten in der Empfindlichkeit gegen narkotische Gifte 
aus der angewandten Konzentration allein nicht mit Sicherheit 
gefolgert werden kann. 

Der gleiche Einwand trifft — und in noch viel héherem 
Mae — natiirlich die Versuche von Loewe’), der an kiinst- 
lichen Lipoidmembranen unter dem EinfluB der Narkotica 
gleichfalls eine Abnahme der elektrischen Leitfihigkeit fest- 
stellen konnte. So interessant solche Modellistudien sind, und 
so wertvoll sie in Kombination mit entsprechenden Versuchen 
an lebendem Material sein kénnen, fiir sich allein diirfen sie 
jedenfalls nicht als Grundlage einer Narkosetheorie dienen, da 
die Plasmahaut ganz sicher keine reine Lipoidmembran ist 
und der Begriff der Narkose hier jede prazise Bedeutung verliert. 

Die ersten direkten Beobachtungen iiber den EinfluB von 


' ) W. J. V. Osterhout, The effect of anaesthetics upon permeability. 
Science 87, 111, 1911. 
*) 8S. Loewe, Membran und Narkose. Diese Zeitschr. 57, 161, 1913. 
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Narkoticis auf die Permeabilitaét tierischer Zellen diirfte (wenn 
man von der schon erwahnten himolytischen Wirkung starker 
Konzentrationen absieht) J. Loeb’) gemacht haben. Seine 
Untersuchungsmethode bestand in der Messung der Zeit, welche 
die normalerweise fiir Salze und fiir Wasser undurchgingigen 
befruchteten Funduluseier brauchen, um in stark hypertonischen 
Salzlésungen so weit zu schrumpfen, daB sie zu Boden sinken. 
Es ergab sich, daB dieser Vorgang durch 2 m-Methyl-, m-Athyl-, 
m/,-Butylalkohol in ungefihr gleicher Weise beschleunigt 
wurde, was eine Erhéhung der Permeabilitét durch diese 
Stoffe erweisen wiirde. Auch bei diesen, iibrigens nicht in 
Hinblick auf das Narkoseproblem angestellten Versuchen fehlt 
jede Beziehung zu der ,,narkotischen* Wirksamkeit und daher 
jede Méglichkeit einer sicheren SchluBfolgerung, zumal sich die 
Angabe findet, daB kleine, nicht genauer bestimmte Alkohol- 
konzentrationen das Absinken der Eier vielleicht geringfiigig 
verzégern, die Permeabilitét also leicht vermindern wiirden. 
Ganz analoge Griinde aber schwiachen auch die Beweiskraft 
der Versuche, die neuerdings Joel*) auf Anregung Hébers 
iiber die Einwirkung der Narkotica auf die Permeabilitét roter 
Blutkérperchen angestellt hat und auf Grund deren Héber*) 
zu einer Permeabilitétstheorie der Narkose gelangt, die mit 
jener Lillies vdéllig iibereinstimmt. Schon Arrhenius und 
Bubanovic‘) hatten bei ihren Versuchen iiber Hamolyse einige 
Beobachtungen iiber eine Verlangsamung derselben bei Ein- 
wirkung schwacher, und eine Beschleunigung bei Einwirkung 
starker Narkoticumkonzentrationen gemacht. Joel untersuchte 
nun durch Messung der elektrischen Leitfahigkeit abzentrifugierten 
Blutkérperchenbreies den EinfluB, den der Zusatz verschiedener 
Narkotica auf den Ablauf der langsamen Hamolyse in 10°, 


1) J. Loeb, Untersuchungen iiber Permeabilitét und antagonistische 
Elektrolytwirkung nach einer neuen Methode. Diese Zeitschr. 47, 
127, 1912. 

*) A. Joel, Uber die Einwirkung einiger indifferenter Narkotica auf 
die Permeabilitat roter Blutkérperchen. Arch. f. d. ges. Physiol. 161, 
5, 1915. 

*) R. Hiéber, Neue Versuche zur Theorie der Narkose. Deutsche 
med. Wochenschr. 41, 273, 1915. 

‘) Zit. nach Joel. 
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Rohrzuckerlésung ausiibt. Er beobachtete durchwegs, dab 
kleine Konzentrationen eine (zum Teil rgversible) Verlangsamung 
der Hiamolyse, also Verminderung der Permeabilitaét, starke 
Konzentrationen dagegen eine Beschleunigung derselben, also 
Erhéhung der Permeabilitét herbeifiihren. 

Den Nachweis aber, daB wirklich, wie die Lillie-Héber- 
sche Theorie annimmt, die Permeabilitétsverminderung der 
»Narkose“ entspricht und nicht etwa die Permeabilitats- 
erhéhung, ist auch Joel begreiflicherweise schuldig geblieben. 
Es lieBe sich aber, wie besonders Traube’) eingewendet hat, 
manches Argument zugunsten der letzteren Deutung anfihren. 
Traube verweist auf die von ihm beobachtete gellésende Wir- 
kung der Narkotica sowie auf die Tatsache, daB die Narkotica 
in den Konzentrationen, in denen sie kolloidfaillend wirken, 
— welche Erscheinung Joel, ebenso wie friiher schon Héber*) 
zugunsten einer permeabilitatsvermindernden Wirkung heran- 
zuziehen sucht — eine Erhéhung der Leitfahigkeit, also auch 
der Permeabilitat herbeifiihren. Auch der Umstand, daB bei 
ansteigender Konzentration die Narkose doch nicht aufhort, 
wie dies die gegensinnige Anderung der Leitfahigkeit erwarten 
lieBe, daB vielmehr das Erregungsstadium der Narkose voraus- 
geht und nicht ihr nachfolgt, wiirde zugunsten der Auffassung 
sprechen, daB nicht die anfangliche Verminderung, sondern die 
darauffolgende Erhéhung der Permeabilitét der Narkose ent- 
spricht. — Obwohl, wie wir sehen werden, die Einwande 
Traubes nicht zutreffend sind, so kénnen sie doch auf keinen 
Fall an Objekten widerlegt werden, bei denen jedes brauch- 
bare Kriterium der ,,.Narkose“ iiberhaupt fehlt. 

Die relativ besten, wenn auch noch keineswegs vollig ein- 
deutigen Argumente zugunsten der Permeabilititstheorie hat 
neuerdings Mc Clendon®*) in Versuchen gegeben, die sich an die 
friiher erérterten von Lillie und Loeb anschlieBen. Er hatte 
bereits friiher gefunden, daB die normalerweise fiir Salze vollig im- 
permeablen Funduluseier durch verschiedene giftig wirkende 


1) J. Traube, Zur Theorie der Narkose. Arch. f. d. ges. Physiol. 
161, 530, 1915. 

*) Vgl. S. 73. 

*) J. F. McClendon, The action of anaesthetics in preventing 
increase of cell permeability. Amer. Journ. of Physiol. 38. 173, 1915. 
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Lésungen durchgangig gemacht wurden, und daB ein Zusatz 
von Narkoticis den Eintritt dieser Permeabilitatssteigerung ver- 
hinderte. Die Weiterfiihrung dieser Versuche an Eiern von 
Esox ergab nun folgendes: Normalerweise sind die Eier sowohl 
fiir Wasser wie fiir Salze vollig undurchgingig, so daB sie sich 
in destilliertem Wasser nicht verandern. Werden sie jedoch in 
schwach giftige Losungen von Nitraten (*/,,-NaNO,) gelegt, so 
erfolgt ein rascher Austritt der in den Eiern enthaltenen 
Chloride. Wahrend nun _ ,giftig’ wirkende Lésungen von 
Narkoticis die gleiche Wirkung haben wie die Nitrate, wird 
durch Zusatz von Narkoticis in schwacher _,,anisthetischer“ 
(die Entwicklung verlangsamender) Konzentration umgekehrt 
der durch Nitrate erzeugte Salzaustritt verlangsamt. Bezeichnet 
man die Menge Chloride, die in reiner "/,,-NaNO,-Lésung in 
einer bestimmten Zeit herausdiffundieren mit 100, so betrug 
in einem Versuche diese Menge bei Zusatz von 1 Vol.-°, 
Alkohol: 60, bei 2°/, Alkohol: 50, bei 3°/,: 45, bei 4°/, 60; 
6°/, Alkohol wirkte schon ,,toxisch“, d. h. fiir sich allein bereits 
permeabilitatssteigernd. Abhnlich war der Einflu8 von Ather, 
der in 0,5°/, Konzentration die ausgetretene Chloridmenge auf 
*/, herabsetzte, in 2°/, dagegen schon toxisch wirkte. 

Die Narkotica wiirden mithin zwei Wirkungen haben: Bei 
schwacher Konzentration wiirden sie durch Verhinderung der 
der Erregung zugrunde liegenden Permeabilitatssteigerung 
»Anasthesie“ erzeugen, bei héherer dagegen toxisch wirken, 
indem sie selbst eine ErhGhung der Permeabilitét herbeifiihren. 
Wie ersichtlich, stehen diese Versuche mit jenen von Lillie 
und Héber in bestem Einklang, aber der Zusammenhang 
zwischen Permeabilitétsinderung und Funktionsverminderung 
erscheint auch hier insofern zweifelhaft, als die Konzentrationen, 
bei denen die starkste Permeabilitétsverminderung beobachtet 
wurde (3°/, Alkohol, 0,5°/, Ather), auffallend niedrig sind, und 
die Frage der Reversibilitat der Wirkung bei schwachen 
und starken Konzentrationen nicht weiter untersucht wurde. 


Uberblicken wir die Gesamtheit der im vorangehenden 
besprochenen Versuche, so ergibt sich mit ziemlicher Sicherheit 
der Nachweis, daB die Narkotica Veranderungen in der Durch- 


gangigkeit der Zellgrenzflichen bewirken und zwar anscheinend 
Bioehemisehe Zeitschrift Band 75. 6 
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so, da schwichere Konzentrationen die Permeabilitat oder 
doch die durch irgendwelche Einfliisse sonst zu erzielende 
Permeabilitatssteigerung vermindern, stirkere dagegen die Per- 
meabilitaét erhdhen. Uber die Beziehungen aber, die zwischen 
diesen Permeabilitaétsinderungen und der eigentlichen Narkose, 
d. h. der reversiblen Herabsetzung der Funktionstatigkeit be- 
stehen und die offenbar von ausschlaggebender Bedeutung sein 
miissen, wenn diese Erscheinungen als Grundlage einer Theorie 
der Narkose dienen sollen, konnte bisher keine hinreichende 
Klarheit geschaffen werden. 

Aus diesem Grunde schien es angezeigt, neue quantitative 
Untersuchungen iiber die Beeinflussung der Permeabilitat durch 
die Narkotica an solchen Objekten anzustellen, iiber deren 
Funktionszustand wir uns gleichzeitig leicht orientieren kénnen. 
Hierzu schienen die Muskeln am ehesten geeignet. 


2. Versuche. 


Die ersten Versuche wurden an Froschsartorien mittels 
der iiblichen Wagungsmethode angestellt auf Grund der fol- 
genden Uberlegung: Da die Gewebszellen, wie wir durch 
Overtons Untersuchungen wissen, fiir Narkotica frei permeabel 
sind, so wird durch den Zusatz eines Narkoticums zu einer 
anisotonischen Salzlosung die osmotische Druckdifferenz zwischen 
dieser und dem Zellinneren nicht geaéndert. Bringt man also 
zwei Sartorien in die gleiche anisotonische Lésung, die fiir den 
einen noch den Zusatz eines Narkoticums enthilt, so miissen, 
wenn eine Beeinflussung der Permeabilitét nicht erfolgt, beide 
die gleichen Gewichtsinderungen aufweisen; eine Anderung der 
Permeabilitat hingegen wird in einer Verschiedenheit der Ge- 
wichtsinderungen zum Ausdruck kommen. Es ergab sich nun 
in der Tat, daB in einer hypotonischen NaCl-Lésung, die einen 
Zusatz von 4 bis 5°/, Alkohol (der narkotisch wirkenden Kon- 
zentration) enthalt, die Gewichtszunahme des Sartorius zum 
Teil betrachtlich geringer war als in der gleichen Lésung ohne 
Alkohol. So betrug z. B. die Gewichtszunahme eines Sartorius 
bei Ubertragung aus 0,7°/, in 0,35°/, NaCl-Lésung in 1 Stunde 
32,3°/,, die des zweiten Sartorius des gleichen Frosches bei 
Ubertragung aus 0,7°/, NaCl + 4°/, Alkohol in 0,35°/, NaCl 
+ 4°), Alkohol bloB 22°/,, in einem zweiten analogen Versuch 
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38,2°/, gegen 28,7°/,, in einem drittem nur */, Stunden dauernden 
Versuch sogar 26°/, gegen 8,5°/, usw. — Geht man von der 
bei solchen Versuchen bisher stillschweigend stets gemachten 
Voraussetzung aus, daB lediglich die Permeabilitat fiir die ge- 
lésten Bestandteile einer Anderung zuginglich sei, so miiBte 
man aus diesen Beobachtungen schlieBen, daB bei Anwesenheit 
des Narkoticums durch Austritt osmotisch wirksamer Bestand- 
teile in die umgebende Lésung eine Verminderung des osmo- 
tischen Druckgefalles und daher eine Verminderung der Wasser- 
aufnahme erfolgt sei, da also der Alkohol in narkotischer 
Konzentration eine Erhéhung der Permeabilitat be- 
* wirkt habe. 

Da aber Versuche mit hypertonischen Salzlésungen nicht 
zu tbereinstimmenden Ergebnissen fiihrten und iiberdies die 
Moglichkeit bestand, die Verminderung der Wasseraufnahme 
bei Anwesenheit von Alkohol auf unmittelbare Anderungen des 
osmotischen Druckes im Zellinneren (durch Beeinflussung des 
Stoffwechsels) oder auf Anderung des Wasserbindungsvermégens 
zurickzufiihren, so wurde diese Methode aufgegeben und das 
Verfahren eingeschlagen, das ich kiirzlich beschrieben habe’), 
und das in der direkten Untersuchung der Durchgiangigkeit 
von Muskelmembranen fiir Salze und Wasser besteht. Beziig- 
lich der Einzelheiten sei auf die friihere Arbeit verwiesen und 
hier nur ganz kurz das Wesentliche der Methode in ihrer be- 
sonderen Anwendung fiir den vorliegenden Zweck skizziert: 


Zwei gleich groBe Glaszylinder von ca. 2 ccm Inhalt: 


wurden mit vorher gewogenen Muskelmembranen bespannt, 
die aus den zarten Seitenteilen des Bauchmuskels einer weib- 
lichen Esculenta herausgeschnitten waren. Der eine Zylinder 
wurde mit 0,7°/, NaCl-Lésung, der zweite mit der gleichen 
NaCl-Lésung, die noch einen bestimmten Prozentgehalt des auf 
seine Wirkung zu untersuchenden Narkoticums enthielt, gefiillt, 
und die Filiissigkeitsmenge in jedem durch Wagung bestimmt. 
Dann wurden beide Zylinder fiir eine bestimmte Zeit, in der 
Regel etwa 1 Stunde, in eine hypotonische Lésung (meist ein- 
fach destilliertes Wasser) getaucht, die fiir den Narkoseversuch 


1) H. Winterstein, Uber osmotische und kolloidale Eigenschaften 
des Muakels. Diese Zeitschr. 76, 48, 1916. 
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wieder den gleichen Prozentgehalt des betreffenden Narkoticums 
aufwies, so daB die osmotische Druckdifferenz bei beiden 
Zylindern die gleiche war. Am Ende des Versuches wurde 
durch neuerliche Waigung des Gesamtzylinders und der Muske!l- 
membranen die eingetretene Wasseraufnahme ermittelt. 

Es ergab sich in Ubereinstimmung mit den obigen Ver- 
suchen am Sartorius, daB Alkohol (5 bis 6 Vol.-°/,), Chloro- 
form (0,1 bis 0,12 Vol.-°/,), Ather (3 Vol.-°/,), Urethan (3 Vol.-°/,) 
in stark narkotischer Konzentration eine deutliche Herabsetzung 
der Wasseraufnahme, mitunter auf einen Bruchteil der normalen 
bewirken. Worauf ist nun diese Verminderung der Wasser- 
aufnahme unter Bedingungen, unter denen lediglich Anderungen 
der Permeabilitét in Frage kommen, zuriickzufiihren? Die 
nachstliegende Annahme ist, wie schon erwahnt, die einer 
Vermehrung der Salzpermeabilitaét und einer durch die 
erhéhte Salzdiffusion bedingten Verminderung des osmotischen 
Druckgefilles unter dem Einflu8 der Narkose; offenbar aber 
kénnte die Erscheinung in gleicher Weise auch durch die bis- 
her kaum jemals in Betracht gezogene Annahme einer Ver- 
minderung der Wasserpermeabilitat ihre Erklarung finden. 

Eine Entscheidung dieser Frage ist, wie in meiner oben 
zitierten Arbeit genauer dargelegt wurde, in einfacher Weise 
méglich durch direkte Messung der Salzdiffusion vermittels 
Chlortitration des Zylinderinhaltes. Bei Erhéhung der Permea- 
bilitét muB die Salzdiffusion offenbar vergréBert, der Salzgehalt 
daher am Ende des Versuchs gegeniiber der Norm herabgesetzt 
sein, wahrend die Verminderung der Permeabilitaét fiir Wasser 
zum mindesten nicht mit einer Vermehrung, sondern eher mit 
einer Verringerung der Salzdiffusion einhergehen wird. Auf 
jeden Fall wird auch bei gleichzeitigen Anderungen der Permea- 
bilitat fir Wasser und fiir Salze die aus der Wasseraufnahme 
und Salzabgabe leicht zu berechnende Endkonzentration des 
Zylinderinhaltes am Ende des Diffusionsversuchs einen getreuen 
MaBstab der Allgemeinpermeabilitaét darstellen, da der in 
der gleichen Zeit erreichte osmotische Ausgleich offenbar ein 
um so vollstindigerer, die Endkonzentration also eine um so 
niedrigere sein muB, je gréBer die Permeabilitét der Muskel- 
membranen ist. 

Die Resultate unserer Untersuchungen sollen an der Hand 
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der folgenden Protokolle abgeleitet werden, die aus einer gréBeren 
Zahl in ihrem Endergebnis gut iibereinstimmender Versuche 
ausgewahit sind. 


Versuch 53. 21. XII. 15. 
Narkose mit 3 Vol.-°/, Athylurethan. 





Narkoseversuch Kontrollversuch 





Wasseraufnahme.. . 

Salzabgabe ..... 

Endkonzentration des 
Zylinderinhalts 


Wasseraufnahme.. . 
Salzaabgabe ..... 
Endkonzentration 





Narkose mit 6 Vol.-°/, Athylalkohol. 


Zylinder mit 0,7°/, NaCl + 3°/,| Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt 
rethan gefiillt und fiir */, Std.| und fir */, Std. in Aq. . 


in Aq. dest. +- 3°/, Urethan ge- | getaucht 
taucht 
2,2 I, 5,6 %/, 
4,7°/, 5,7 %o 


0,65 °/, 0,63 °/, 

Die Muskeln beider Zylinder kommen auf etwas uber 1 Std. in 
0,7°/, NaCl-Lésung; hieraut werden beide Zylinder mit 0,7°/, NaC) 
gefiillt und wieder fiir */, Std. in Aq. dest. getaucht 

0/ 


8,1 ale 9,0 a” 
3,6 lo 3,1 lo 
0,62 °/, 0,62 °/, 


Versuch 54. 22. XII. 15. 











N arkoseversuch Kontrollversuch 








Wasseraufnahme.. . 
Salzabgabe ..... 
Endkonzentration 


Wasseraufnahme. . . 
Salzabgabe ..... 
Endkonzentration 





Zylinder mit 0,7°/, NaCl + 6°, | Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefillt 
Alkohol gefiillt und fiir 1 Std. in | und fiir 1 Std. in Aq. dest. 


Aq. dest. -++- 6°/, Alkohol getaucht | getaucht 

1,4%, 7,2, 
1,19 | 1,6 ° 
0,68 *} | 0,64 *), 


,05 "| , 
Die Muskeln beider Zylinder kommen suf 50 Min. in 0,7°/, NaCl; 
hierauf werden beide Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefillt und fir 
50 Min. in Aq. dest. getaucht 


8,1 % - | 8,3 °/ 
0°, 0,4°/, 
0,65 °/, 0,64 °/, 


Versuch 55. 23. XII. 15. 
Narkose mit 3 Vol.-°/, Ather. 





{ 


Narkoseversuch Kontrollversuch 











Zylinder mit 0,7°, NaCl + 3°, | Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt 


ther gefillt und fiir 1 Std. in| und fir 1 Std. in Aq. dest. 
Aq. dest. -++- 3°/, Ather getaucht | t 
5,4 %, 9,3 °/o 
6,2 vo 5.5%, 


0,62 0,61 °/, 


lo | 
Die Muskeln beider Zylinder kommen auf 1 Std. in 0,7°/, NaCl; 
hierauf werden beide Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt und fir 
50 Min. in Aq. dest. getaucht 
74%, 10,4 °, 
8.9%, 44°), 
0,59 */, 0,61 °/, 





® 
ry 
\ 
te 
a 


: 
” 
2 
& 


a 
i 
s 

4 








mathe 


RE aig laa ban 
ONES SE 

















86 H. Winterstein: 


Versuch 56. 24, XII. 15. 
Narkose mit 0,12 Vol.-°/, Chloroform. 





Narkoseversuch Kontrollversuch 








Zylinder mit 0,7°/, NaCl+-0,12°/, Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiill 
CHCl, gefiillt und fiir 1 Std. in und fiir 1 Std. in Aq. dest. 


Aq. dest. -+- 0,12°/, CHCl, getaucht getaucht 
Wasseraufnahme. . . 2,3 °, 7,6 %, 
Salzabgabe ..... 3,8 °/, 3,5 %, 
Endkonzentration . . 0,65 °/, 0,63 °/, 


Die Muskeln beider Zylinder kommen auf 1 Std. in 0,7°/, NaCl; 
hierauf werden beide Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt und fir 1 Std. 
in Aq. dest. getaucht 





Wasseraufnahme. . . 11,8 %/, 7,8 9/9 
Salzabgabe .... . 2,4), 5,0 9/° 
Endkonzentration . . 0,61 °/, 0,65 ° 


Die vorangehenden, mit vier verschiedenen Narkoticis an- 
gestellten Versuche zeigen iibereinstimmend die bedeutende 
Herabsetzung der Wasseraufnahme unter dem LEinfluB der 
Narkose. Diese Herabsetzung beruht aber, wie die Unter- 
suchung der Salzdiffusion lehrt, keineswegs auf einer Erhéhung 
der Salzpermeabilitaét, sondern auf einer hochgradigen Her- 
absetzung der Wasserpermeabilitat, die offenbar eine 
charakteristische Eigentiimlichkeit der Narkose darstellt. Die 
Salzdurchgangigkeit (deren Bestimmung gréBeren Fehlern unter- 
worfen ist — die Fehlergrenze diirfte 2 bis 3°/, des Gesamt- 
inhalts betragen —) ist, wie in der friiheren Arbeit bereits aus- 
gefiihrt, normalerweise so gering, daB eine etwaige Verminde- 
rung derselben unter gewohnlichen Bedingungen sich dem Nach- 
weis entzieht. Mit Sicherheit aber schlieBen die angefiihrten 
Versuche eine Steigerung derselben in der Narkose aus, wie 
besonders deutlich darin zum Ausdruck kommt, daB die am 
Ende des Versuchs erreichte Konzentration des Zylinderinhalts 
in den Narkoseversuchen stets gréBer ist als in den Kohtroll- 
versuchen. Nach kiinstlicher Erhéhung der Salzdurchgingigkeit 
1aBt sich, wie wir sehen werden, der permeabilitétsvermindernde 
Einflu8 der Narkotica auch fiir die Salze direkt nachweisen. 

Die durch die Narkose bewirkte Verminderung der 
Wasserpermeabilitat erweist sich in allen 4 Versuchen nach 
Aufhebung der Narkose als véllig reversibel. Dies ist in 
Wahrheit auch bei dem Atherversuch (Nr. 55) der Fall, bei 








a rr 
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aCl gefiillt 
\q. dest. 





7°/, NaCl; 
| fir 1 Std. 
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dem das Zuriickbleiben der Wasseraufnahme hinter der des 
Kontrollpraparats eine unvollstindige Reversibilitat vortauscht. 
Beriicksichtigt man aber die gleichzeitige Steigerung der Salz- 
permeabilitét, so erweist sich die Durchgingigkeit nach Auf- 
héren der Narkose nicht bloB nicht vermindert, sondern wie 
die niedrigere Endkonzentration des Zylinderinhalts klar zeigt, 
sogar etwas gesteigert. Eine analoge leichte Erhohung der Per- 
meabilitét ist auch in dem Chloroformversuch (Nr. 56) nach- 
weisbar, wo sie in einer Erhéhung der Wasseraufnahme zum 
Ausdruck kommt. Wir werden auf diese Erscheinung gleich 
noch ausfihrlicher eingehen. 

Nachdem Versuche mit ganz schwachem (0,1 bis 0,2°),) 
Alkohol die Wirkungslosigkeit dieser unternarkotischen 
Konzentrationen auf die Permeabilitatsverhaltnisse ergeben 
hatten, wurde nun der Einflu8 starkerer, irreversibel toxischer 
Konzentrationen von Alkohol und Chloroform einer eingehen- 
deren Untersuchung unterzogen. Die Ergebnisse seien wieder 
an der Hand einiger Versuchsbeispiele erlautert. 


Versuch 61. 29. XII. 15. 
Wirkung von 10°, Alkohol. 


























Alkoholversuch _ eateliivemmeds, 
Zylinder mit 0,7°/, NaCl-+-10°/,| Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefillt 
Alkohol gefiillt und fiir 80 Min. und fiir 80 Min. in Aq. dest. 
in 10°/, Alkohol getaucht getaucht 
Wasseraufnahme. . . 0,7 °/, 11,4 %/, 
Salzabgabe ..... 4,4, 46°), 
Endkonzentration des | 
Zylinderinhalts 0,66 °/, 0,60 °/, 
Kurz nach Beedigung dieses Versuchs werden beide Zylinder mit 
0,7°/, NaCl gefiillt und fiir 70 Min. in Aq. dest. getaucht 
Wasseraufnahme 13,9 /, 12,6 %, 
Salzabgabe ..... 2,8, 73°, 
Endkonzentration 0,60 °/, 0,58 °/, 


Versuch 72. 18.1. 16. 


Vergleich der Wirkung von 10°/, Alkohol auf Muskeln, die von NaCl- 


Lésung und solchen, die von isotonischer KCl- Lésung bespiilt sind. 

















NaCl-Muskeln | KCl-Muskeln 
Vorversuch: Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt | Zylinder mit 0,899), KCl gefiillt 
und 1 Std. in Aq. dest. getaucht | und 1 Std. in Aq. dest. getaucht 
Wasseraufnahme . 11,9), 11,0, 
Salzabgabe .. . 8 %/, 3,6°), 
Endkonzentration 0,62 oF | 0,77 4, 
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Versuch 72 (Fortsetzung). 








NaCl-Muskeln | KCl-Muskeln 








“lesiaiaeenimaies 


Wasseraufnabme. . . 


Salzabgabe 
Endkonzentration 


Nachversuch: 


Wasseraufnahme. . . 


Salzabgabe 








| Zylinder gleich darauf mit 0,7°/, 
NaCl -++- 10°/, Alkohol gefiillt und 
65 Min, in 10%, Alkohol getaucht 


Zylinder gleich darauf mit 0,89°), 
KCl -+ 10°/, Alkohol gefiillt und 
65 Min in 10°/, Alkohol getaucht 
| 5,2 0 
| ? m% 0 
0,81 °/, 
Versuchsbedingungen die gleichen wie im Vorversuch. Versuche- 
dauer: 65 Min. in unmittelbarem Anschlu8 an den Narkoseversuch 
9,3 0 0 8,4 o/ 0 
9,7 oF, 13,3 %le 
0,58 °/, 0,71 %, 





Versuch 59. 27. XIL 15. 
Wirkung von 0,3 Vol.-°/, Chloroform. 








Chloroformversuch | 


Kontrolliversuch 











Wasseraufnahme. . . 


Salzabgabe 
Endkonzentration 


Wasseraufnahme. . . 


Salzabgabe .. . 
Endkonzentration 





Zylinder mit 0,7°/, NaCl +-0,3°/, | Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt 
CH gefiillt und 70 Min. in| und 70 Min. in Aq. dest. getaucht 
0,3°/, CHCl,-Wasser getaucht 
7,0 y 0 
3,8 °/ 0 
| 0,63 °/, 
Die Muskeln beider Zylinder kommen fiir 1 Std. in 0,7°l0 


hierauf werden beide Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt un 
in Aq. dest. getaucht 


NaCl; 
1 Std. 


Versuch 60. 28. XII. 15. 
Wirkung von 0,3 Vol. -°/, Chloroform. 





Chloroformversuch Kontrollversuch 





Wasseraufnahme. . 


Endkonzentration . 


Wasseraufmahme, . . 


Salzabgabe . . 
Endkonzentration 


Ek &-: 





Zylinder mit 0,7°/, NaCl +-0,3°/, 
CHC, gefiillt und 75 Min. in 
0,3°/, CHCl,-Wasser getaucht 
2,1 °/o 
18,8 %/, 

0,56 °/, 

Die Muskeln beider Zylinder kommen fir 6'/, Std. in 0,7°/, NaCl- 
Lésung; hierauf werden beide Zylinder mit 0,7°/, NaCl und 
1 Std. in Aq. dest. getaucht 

7,3 %/, 
13,1 %/, 
0,57 %, 


Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt 
und 75 Min. in Aq. dest. getaucht 











Lit 0,899), 
fiillt und 
getaucht 


Versuche- 
seversuch 








1 gefiillt 
getaucht 


My NaCl; 
4 1 Std. 


| 








1 gefillt 
getaucht 


1, NaCl- 
allt und 
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Die Versuche mit 10°/, Alkohol zeigen, daB auch in dieser 
hohen Konzentration die beobachtete Verminderung der Per- 
meabilitat vollstandig reversibel ist. Als Nachwirkung ist in 
dem zweiten der angefiihrten Versuche (Nr. 72) wieder eine 
leichte Steigerung der Permeabilitét wahrnehmbar, die in der 
Zunahme der Salzdiffusion und dem Absinken der Endkonzen- 
tration des Zylinderinhalts zum Ausdruck kommt. Ein Unter- 
schied in dem Verhalten von Muskeln, die in NaCl-Lésung, 
und solchen, die in KCl-Lésung gehalten wurden, war hierbei 
nicht festzustellen. 

Chloroform ruft in der Konzentration von 0,3 Vol.-°/, iiber- 
haupt keine Verminderung mehr, sondern eine starke Zunahme 
der Permeabilitét hervor, die sich in dem bedeutenden An- 
steigen der Salzdiffusion auBert. Nach Aufhebung der Narkose 
aber ist die auch bei permeabilitaétsvermindernden Konzentra- 
tionen als Nachwirkung angedeutete Erhéhung der Durch- 
gangigkeit noch viel gréBer und erstreckt sich, wie besonders 
der zweite Chloroformversuch (Nr. 60) zeigt, augenscheinlich 
sowohl auf das Wasser wie auf die Salze, da trotz sehr groBer 
Salzabgabe die Wasseraufnahme dennoch héher ist als in der 
Narkose, so daB die Endkonzentration einen besonders nie- 
drigen Wert erreicht. Die auch in dem Kontrollversuch zu be- 
obachtende, jedoch bei weitem nicht so groBe Durchgingig- 
keitserhéhung beruht hier auf der mehrstiindigen Aufbewahrung 
der Muskeln in physiologischer Kochsalzlésung, die, wie in der 
friher zitierten Arbeit naher ausgefiihrt, permeabilitatssteigernd 
wirkt. Diese Permeabilitétssteigerung bei langerer Ver- 
suchsdauer ist auch in Anwesenheit von Narkoticumkonzen- 
trationen feststellbar, die an sich permeabilitatsvermin- 
dernd wirken, wie die beiden folgenden Versuchsprotokolle 
zeigen. 


Versuch 64, 3.1. 16. 


Wirkung von 10°/, Alkohol. 

In Versuch 1 bis 3 wurde der Zylinder mit 0,7°/, NaCl + 10°, 
Alkohol gefiillt und fiir je 1 Std. in Aq. dest. -+-10°/, Alkohol getaucht; 
in Versuch 4 wurde die Nachwirkung der Alkoholnarkose untersucht, 
indem der mit 0,7°/, NaCl gefiillte Zylinder fiir 1 Std. in Aq. dest. ge- 
taucht wurde. 
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| | we) 2 | Versuch 4 
| Versuch 2 | Versuch 3 
Versuch 1 |1 Std. nach 1/4 Std. nach 2| (ohne Alk.) 
| igleich nach 3 
eihas Gn te? 
Wasseraufnahme . 2,6 4,2 0,7 0,7 
Salzabgabe... . 3,3 2,5 13,5 25,2 
Endkonzentration 0,66 0,64 0,60 0,52 
Versuch 65. 3.1. 16. 
Ganz analog Versuch 64, nur mit 0,12°/, Chloroform statt mit Alkohol. 
ermerees ee er: PURI IPRS 
Versuch 1 |) Seq nach 14 Std. mack 9| (ohne CHCI,) 
; ’ gleich nach 3 
0 yy o/ 0/ 0; 
0 0 0 i0 
Wasseraufnahme . 4,0 7,4 4,1 4,1 
Salzabgabe.... 2,3 2,9 12,8 20,8 
Endkonzentration 0,66 0,62 0,59 0,53 





Trotz der allmahlichen Erhéhung der Durchgingigkeit, die 
in der Zunahme der Salzdiffusion zum Ausdruck kommt, bleibt 
auch nach vielstiindiger EKinwirkung der permeabilitiitsvermin- 
dernde EinfluB des 10°/,igen Alkohols und des 0,12°/,igen 
Chloroforms offenbar noch wirksam, wie aus der gewaltigen 
Steigerung der Salzdiffusion hervorgeht, die sogleich nach Ent- 
fernung des Narkoticums zu beobachten ist. 

Da nicht anzunehmen ist, daB nach so lange dauernder 
Einwirkung der Narkotica, welche die Erregbarkeit irreversibel 
aufhebt, noch Lebensprozesse in den Muskelmembranen sich 
abspielen, war zu untersuchen, ob die durch die Narkotica be- 
dingte reversible Permeabilitatsverminderung iiberhaupt an das 
»Leben“ der Gewebe gebunden ist. Zur Entscheidung dieser 
Frage wurden Versuche an wirmestarren Muskeln und solche 
mit so hohen Alkoholkonzentrationen angestellt, daB sie wohl 
sicher eine EiweiBgerinnung bewirken muBten. Das Resultat 
zeigen die folgenden Protokolle. 


Versuch 63. 2.1. 16. 


Muskelmembranen 3 Min. in 0,7°/, NaCl-Lésung von 50 bis 60° 
In Versuch 1 und 3 wurde der Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt und fiir 
je 1 Std. in Ag. dest. getaucht, im Narkoseversuch 2 wurde er mit 
0,7°/, NaCl +- 10°/, Alkohol gefiillt und fiir 1 Std. in Aq. dest. + 10°/, 
Alkohol getaucht. 
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< ‘Vedeenn 2: Schietemmeehl 3: Methane 











0/ 0 0 
cet es SEES A Reems Tee 3 LO ae AER WL ae IROL 4 
Wasseraufnahme. 2,6 0,2 1,4 
Salzabgabe.... 21,7 19,7 27,0 
Endkonzentration 0,53 0,56 0,50 


Versuch 67. 6.1. 16. 


Wirkung von 20°), Alkohol. 

In Versuch 1 wurde der Zylinder mit 0,7°/, NaCl -- 20°/, Alkohol 
gefiillt und fiir 1 Std. in 20°/, Alkohol getaucht; dann wurden die 
Muskelmembranen fiir 1 Std. in 0,7°/, NaCl-Lésung gebracht und hier- 
auf der mit 0,7°/, NaCl gefiillte Zylinder fiir 1 Std. in Aq. dest. ge- 
taucht (Versuch 2); dieser gleiche Versuch wurde in 3 wiederholt, nach- 
dem die Muskelmembranen inzwischen weitere 4 Std. in 0,7°/, NaCl- 
Lésung gelegen hatten, und gleich darauf wurde in Versuch 4 der Al- 
koholversuch von 1 nochmals wiederholt. 





"| Versuch 2 | Versuch 3 | Versuch 4 
Keroch (ohne Alk.) | (ohne Alk.) | (20%, Alk.) 
iI ar _ iA Std. nach 2 gleich "nach 3 











eae) Se. ee Coe” 
Wasseraufnahme.}| 29 | 45 | 27 28 
Salzabgabe .... 4,6 Lo ; 24,1 17,5 
Endkonzentration 0,65 | 0,56 0,52 0,56 


Versuch 68. 6. I. 16. 


Ganz analog Versuch 67, aber an bei 50 bis 60° warmestarr ge- 
machten Muskelmembranen. In 1 Zylinder mit 0,7°/, NaCl gefiillt und 
in Aq. dest. getaucht. In 2 gleich darauf mit 0,7°/, NaCl + 20°, Al 
kohol gefiillt und in 20°), Alkohol getaucht. In 3 nach 3*/, stiindigem 
Aufenthalt der Muskelmembranen in 0,7°/, NaCl-Lésung Wiederholung 
des Versuchs 3 und in 4 gleich darauf Wiederholung des Alkoholver- 
suchs. Versuchsdauer je 1 Std. 





| | Versuch 2 ‘Versuch 3 | Versuch 4 

















Versuch 1 (20°, Alic.) | (ohne Alk.) | (20°, Alk.) 
( gleich nach 1/3*/,Std. nach2\gleich nach 3 
%lo | 7 0 Slo ee %lo 
Wasseraufnahme. “Cagle ea eae Bak “299 
Salzabgabe... . 29,3 15,9 | 26,4 15,6 
Endkonzentration 0,49 0,58 0,54 0,58 


Diese Versuche zeigen, daB die permeabilitatsvermindernde 
Wirkung des Alkohols auch an vdllig leblosem Material nach- 
weisbar ist. Die Warmestarre beseitigt, wie schon in der friiheren 
Arbeit mitgeteilt, die normale Semipermeabilitat der Muskeln 
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so gut wie vollstandig. Der Alkohol vermag sie natiirlich nicht 
wieder herzustellen, bewirkt aber eine nunmehr an der Her- 
absetzung der Salzdiffusion kenntliche und wiederum vdllig 
reversible Verminderung der Durchgangigkeit. Diese Tatsache 
laBt die wichtige SchluBfolgerung zu, daB die durch die Nar- 
kotica bewirkte Permeabilitétsverminderung nicht auf Beein- 
flussung irgendwelcher Lebensvorginge beruht, sondern einfach 
auf der Anwesenheit der Narkotica schlechtweg, mit deren 
Entfernung sie, gleichviel ob an lebendem oder an leblosem 
Material, wieder riickgingig wird. Die als Nachwirkung der 
Narkose bei héheren Konzentrationen zu beobachtende Per- 
meabilitatssteigerung, wie sie Versuch 67 Nr. 2 besonders deut- 
lich zeigt, ebenso wie die bei hohen Chloroformkonzentrationen 
unmittelbar festzustellende Permeabilitatssteigerung (vgl. Ver- 
such 59 und 60) ist dagegen vollkommen irreversibel und be- 
ruht mithin auf einer durch die Narkotica bewirkten Ver- 
anderung der Zellgrenzflichen, die nicht mehr riickgangig zu 
machen ist. 

Dies legt den Gedanken nahe, daB es sich bei dieser Per- 
meabilitétsverminderung einerseits und -steigerung andererseits 
um zwei ganz verschiedene Wirkungen handelt, die in keinem 
unmittelbaren Zusammenhange zu stehen brauchen, ja vielleicht 
sogar gleichzeitig nebeneinander bestehen kénnen. Denn es 
erscheint nicht recht begreiflich, wieso gerade die Beseitigung 
des Narkoticums eine Steigerung der Permeabilitét sollte her- 
vorrufen kénnen; dagegen kénnte man sich unschwer vorstellen, 
daB die Narkotica durch ihre Einwirkung eine entsprechende 
Veriinderung der Zellgrenzflichen herbeifiihren, die aber durch 
die gleichzeitig und mittels eines anderen Mechanismus wirk- 
same Permeabilitaétsverminderung zunichst verdeckt wird und 
daher erst nach Aufhebung der letzteren zum Vorschein kommt. 
Zugunsten dieser Deutung scheint mir die Beobachtung 
zu sprechen, daB auch nach Aufhebung der Narkose mit einer 
an sich bereits die Permeabilitét steigernden Chloroformkon- 
zentration eine noch viel betrachtlichere Steigerung als Nach- 
wirkung feststellbar ist, wie dies die Versuche 59 und 60 auf 
das deutlichste zeigen, so daB man den Eindruck hat, als ware 
auch die permeabilitatssteigernde Wirkung hoher Konzentra- 
tionen noch mit einer durch die Anwesenheit des Narkoticums 
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bedingten Permeabilitétsverminderung kombiniert und kénnte 
sich daher erst nach Beseitigung der letzteren in vollem Um- 
fange auBern. 


8. Theorie der Narkose. 


Die Gesamtheit der Versuche ergibt eine vortreffliche und 
nunmehr vollig eindeutige Bestatigung und Erginzung der An- 
schauungen, zu denen Lillie, Loewe, Héber, Mc Clendon 
auf Grund ihrer Versuche gelangt sind. In narkotischer, 
d. h. die Lebensfunktionen reversibel herabsetzender 
Konzentration bewirken die Narkotica eine reversible 
Verminderung der Permeabilitaét der Zellgrenzflachen, 
sowohl fiir Wasser wie fiir geléste Bestandteile. 

Mit dieser Erkenntnis scheint zweifellos die Grundlage 
fiir eine allgemeine Theorie der Narkose gewonnen. Das 
wesentlichste Kriterium der Narkose ist die reversible Herab- 
setzung der Erregbarkeit. Seit den Nernstschen Untersuchungen 
diirfen wir die Erkenntnis als gesichert ansehen, daB die Er- 
regungsvorgange mit Konzentrationsinderungen von Ionen an 
den Zellgrenzflachen in irgendwelchem Zusammenhange stehen, 
gleichviel, was fiir Vorstellungen man sich iiber das Zustande- 
kommen derselben bilden mag. In Zusammenhang mit der von 
uns nachgewiesenen Verminderung der Wasserpermeabilitat 
sei hier auf die interessanten Untersuchungen von Bethe’) 
verwiesen, der die Erregungsvorgange neuerdings auf capillar- 
elektrische Erscheinungen zuriickzufiihren sucht. Bei seinen 
Modellstudien konnte er beim Durchleiten elektrischer Stréme 
durch porése Scheidewinde auBer Konzentrationsinderungen 
von Ionen auch Wasserbewegungen beobachten, deren pri- 
mire Erzeugung, wie sie bei mechanischen, osmotischen und 
vielleicht auch thermischen Einwirkungen stattfinden wird, um- 
gekehrt auch Konzentrationsinderungen hervorrufen muB, die 
in einfacher Weise die Wirksamkeit dieser Art von Reizen er- 
klaren wiirden. Auf jeden Fall, auch bei Zugrundelegung anders- 
artiger Vorstellungen wird die Durchgingigkeit fiir Wasser ebenso 


”) A. Bethe, Capillarchemische (capillarelektrische) Vorgange als 
Grundlage einer allgemeinen Erregungstheorie. Arch. f. d. ges. Physiol. 
168, 147, 1916. 
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94 H. Winterstein: 


wie die fiir lonen einen wichtigen Faktor der Erregbarkeit dar- 
stellen. 

»Erklaren* kann in der Naturwissenschaft nichts anderes 
bedeuten, als ein neues spezielles Problem auf ein alteres und 
allgemeineres zuriickfiihren. In diesem Sinne ist es eine Er- 
klarung der Narkose, wenn es gelungen ist, das spezielle 
Problem der narkotischen Herabsetzung der Erregbarkeit auf 
das allgemeine der Beziehungen zuriickzufiihren, die zwischen 
Erregbarkeit und Durchgingigkeit der Zellgrenzflichen iiber- 
haupt bestehen. Erst eine weitere Klarung dieser Beziehungen 
wird auch ein genaueres Eindringen in das Wesen der Narkose 
ermoglichen. 


Es scheint eine ganz allgemeine Eigentiimlichkeit der Nar- 
kotica zu sein, daB sie in ganz schwachen Konzentrationen 
eine Steigerung der Lebensfunktionen herbeifiihren, fir die noch 
keine befriedigende Erklirung gegeben wurde. Denn die Ver- 
suche, das Erregungsstadium der Narkose auf den Fort- 
fall von Hemmungen zuriickzufiihren oder als nur_,schein- 
bares“ durch die Verlangsamung der Erregungsvorgange zu er- 
klaren (Fr. W. Fréhlich), kénnen, wie ich an anderer Stelle 
zeigen werde, zum mindesten in dieser Verallgemeinerung einer 
Kritik nicht standhalten. 

Auf Grund der Beobachtung, daB leichter Sauerstoffmangel 
die Phagocytose anregt, wahrend starker sie lahmt, hat kiirz- 
lich Hamburger’), unter Hinweis auf die analogen Erschei- 
nungen am Atemzentrum, vom Standpunkte der Erstickungs- 
theorie der Narkose aus das Erregungsstadium durch die An- 
nahme zu erklaéren versucht, daB es durch die leichte Behin- 
derung der Oxydationsprozesse bei Einwirkung schwacher Kon- 
zentrationen bedingt werde. Dieser Erklarungsversuch ist keines- 
wegs, wie Hamburger annimmt, neu, sondern gerade im Hin- 
blick auf die Erscheinungen der Sauerstoffmangeldyspnoe be- 
reits vor Jahren von mir selbst gegeben worden*). Ganz ab- 


1) H. J. Hamburger, Phagocyten und Atemzentrum. Erklarung 
des Excitationsstadiums bei der Narkose. Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. 
Biol. 2, 249, 1915. 

*) H. Winterstein, Wiarmelihmung und Narkose. Zeitschr. f. 
alig. Physiol. 5, 347, 1905. 
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gesehen davon aber, daf ich in den vorangehenden Mitteilungen 
(I bis III) die Unhaltbarkeit der Erstickungstheorie der Narkose 
zur Geniige dargetan zu haben glaube, wird dieser Erklarungs- 
versuch durch die einfache Tatsache widerlegt, daB die Oxy- 
dationsvorgange selbst ein solches ,,Erregungsstadium“ auf- 
weisen, indem schwache Konzentrationen der Narkotica eben 
keine Herabsetzung, sondern eine Steigerung derselben herbei- 
fiihren (Literaturangaben s. Mitteilung I*), die, wie ich fiir die 
Alkoholnarkose des Froschriickenmarks nachweisen konnte (Mit- 
teilung II*), sogar noch bei Konzentrationen bestehen kann, die 
eine vollige Aufhebung der Erregbarkeit bewirken. 

Vielleicht vermag auch hier die Feststellung der Permea- 
bilitatsverminderung zu einem Verstindnis dieser Erscheinung 
zu verhelfen. Wie schon in der Mitteilung ITI*) hervorgehoben, 
sprechen mancherlei Anzeichen, vor allem die gleichsinnigen 
Anderungen von Erregbarkeit und Intensitét des Ruhestromes 
beim Froschriickenmark, fiir das Bestehen enger Beziehungen 
zwischen Erregbarkeit und Zellpolarisation. Fiihrt man die 
letztere auf eine elektive Permeabilitét der Zellgrenzflichen 
zurick, so kénnte man sich wohl vorstellen, daB ein leichter 
Grad von Permeabilitaétsverminderung, der den Durchgang der 
schwer permeierenden Ionen noch weiter verlangsamt, eine Er- 
héhung des Oberflachenpotentials bewirkt, wahrend eine noch 
weiter gehende Permeabilitatsverringerung schlieBlich auch den 
leicht permeierenden Ionen den Weg versperrt und so das 
Potential wieder abschwicht. 

Wie die reversible Permeabilitatsverminderung die rever- 
siblen Erscheinungen der Narkose, so erklirt die irreversible 
Permeabilitatssteigerung, die wir bei hohen Konzentrationen 
wenigstens als Nachwirkung auftreten sehen, die irreversibel 
toxischen Wirkungen der Narkotica, deren Sonderung von den 
eigentlich narkotischen schon von verschiedenen Autoren, wenn 
auch ohne faBliche Grundlage, angenommen wurde. 


1) Kritische Ubersicht iiber die Beziehungen zwischen Narkose und 
Sauerstoffatmung. Diese Zeitschr. 51, 150, 1913. 

*) Der Einflu8 der Narkose auf den Gaswechsel des Froschriicken- 
marks. Diese Zeitschr. 61, 81, 1914. 

*) Narkose und Erstickung. Diese Zeitschr. 70, 142, 1915. 
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96 H. Winterstein: 


Versuchen wir nun zu einem Verstaéndnis der narkotischen 
Permeabilitatsanderungen zu gelangen, so erscheint hinsichtlich 
der Permeabilitatsverminderung der Umstand von aus- 
schlaggebender Bedeutung, daB diese auch nach Koagulation 
des MuskeleiweiBes, ja, wie Loewe (1. c.) gezeigt hat, auch an 
kiinstlichen Lipoidmembranen nachweisbar ist. Diese Tatsache 
beweist, wie schon erwahnt, daB es sich hier nicht um irgend- 
welche ,,vitalen“ Prozesse, sondern um einen einfachen physi- 
kalisch-chemischen Vorgang handelt, der, da er auch an leb- 
losem Material véllig reversibel ist, offenbar einfach auf der 
Anwesenheit des Narkoticums beruht. Beriicksichtigt man, da8 
reversible Hemmungen chemischer Prozesse durch die Narkotica 
auch an vollig unorganisiertem Material zur Beobachtung kom- 
men, wie dies vor allem die Untersuchungen Warburgs’*) iiber 
die Hemmung der Oxalsiureverbrennung an Blutkohle und die 
Versuche Meyerhofs*) iiber Hemmung der Wasserstoffsuper- 
oxydzersetzung des kolloidalen Platins dargetan haben, also 
unter Bedingungen, unter denen andere wie Adsorptionsvorgange 
iiberhaupt nicht in Betracht kommen k6nnen, so ergibt sich 
als nachstliegende SchluBfolgerung, daB es die Adsorption 
der Narkotica an die Plasmahautkolloide ist, welche 
die Verringerung der Durchgangigkeit fiir Wasser und 
die in ihm gelésten Bestandteile herbeifihrt. 

In welchen Beziehungen steht nun diese Anschauungsweise 
zu der ,Lipoidtheorie* der Narkose? Loewe (1. c.) hat 
durch seine Arbeiten wahrscheinlich gemacht, daB die sogenannte 
»Lipoidléslichkeit* der Narkotica in Wahrheit auf Adsorptions- 
erscheinungen beruht, und hat, gestiitzt hierauf sowie auf die 
von ihm erwiesene Verringerung der elektrischen Leitfahigkeit 
kiinstlicher Lipoidmembranen bei Zusatz von Narkoticis, ebenso 
wie friiher auch Lillie (1. c.), wiederum lediglich die Lipoide 
zum Ausgangspunkt seiner eingehenden physikalisch-chemischen 
Deduktionen tiber den Mechanismus der Narkose gemacht. Die 


*) O. Warburg, Uber Verbrennung der Oxalsiure an Blutkohle 
und die Hemmung dieser Reaktion durch indifferente Narkotica. Arch. 
f. d. ges. Physiol. 155, 547, 1914. 

*) O. Meyerhof, Uber Hemmung der Wasserstofisuperoxydzer- 
setzung des kolloidalen Platins durch indifferente Narkotica. Arch. f. d. 
ges. Physiol. 157, 307, 1914. 
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neueren Untersuchungen haben uns aber gelehrt, daB bei un- 
voreingenommener Betrachtung nicht die geringste Veranlassung 
besteht, den Lipoiden eine ausschlaggebende Rolle bei den 
narkotischen Vorgingen zuzusprechen, wie dies seit den Arbeiten 
von Meyer und Overton fiir die meisten geradezu zu einer 
Art von Zwangsvorstellung geworden ist. 

Das Fundament, auf dem die Lipoidtheorie ruht, ist der 
Parallelismus zwischen narkotischer Wirksamkeit und dem 
Teilungskoeffizienten zwischen 01 und Wasser. Seitdem wir 
aber durch die Arbeiten Traubes in der Capillaraktivitaét einen 
Faktor kennen gelernt haben, der der Wirkungsstirke der 
Narkotica meist ebenso gut, oft weit besser parallel geht, wie 
der genannte Teilungskoeffizient, seitdem wir durch die Arbeiten 
von Warburg, Meyerhof, Batelli und Stern u. a. wissen, 
daB das Gesetz der homologen Reihen auch fiir die Garungs- 
hemmung der Aceton-Dauerhefe, fiir die Ausflockung von Hefe- 
preBsaft und von Nucleoproteiden, fiir die Hemmung von 
Enzymwirkungen und einfachen katalytischen Prozessen, also 
durchwegs auch unter Bedindungen gilt, unter denen Lipoide 
iiberhaupt gar nicht in Frage kommen, fehlt jede Berechtigung, 
den Lipoiden in ihrer Bedeutung fiir die Narkose eine Aus- 
nahmestellung unter den iibrigen Kolloiden der Plasmahaut 
einzuraumen. Durch die Lipoidtheorie glaubte man auf das 
gliicklichste das Permeierungsvermégen der Narkotica einerseits 
und die Impermeabilitaét der Zelle fiir wasserlésliche Bestand- 
teile andererseits erkliren zu kénnen. Der Nachweis, daB die 
Narkotica gerade die Permeabilitaét fiir Wasser und die in ihm 
gelésten Substanzen vermindern, zwingt, wie fiir die letzeren 
schon Lepeschkin (1. c.) hervorhob, zu der SchluBfolgerung, 
daB diese den gleichen Weg durch die Plasmamembran nehmen 
wie die Narkotica und liefert so ein Argument auch gegen 
die Heranziehung der Lipoide zur Erklarung der normalen 
Permeabilitatsverhaltnisse. 

Es bleibt schlieBlich noch die Erklarung der permeabili- 
taitssteigernden Wirkung hoher Narkoticumdosen. Hier 
liegt es in der Tat nahe, ausgehend von der Extrahierbarkeit 
der Lipoide durch die Narkotica, auf die schon Bibra und 
Harless ihre Theorie der Narkose stiitzten, mit Hoéber (I. c.) 


an eine Lésungserscheinung an den Lipoiden der Plasmahaut 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 7 
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98 H. Winterstein: 


zu denken, um so mehr als nach lange fortgesetzter Narkose eine 
Zunahme des Fett- und Lecithingehaltes des Blutes beobachtet 
wurde’). Man kénnte dann zu folgendem anschaulichen Gleichnis 
von der Wirkung der Narkotica gelangen: Man stelle sich die 
Plasmahaut, an deren elektive Durchgingigkeit die normalen 
Zelifunktionen gekniipft sein sollen, als ein Sieb vor; dann 
wirden die Narkotica die Poren dieses Siebes verstopfen und 
so eine (nach ihrer Entfernung wieder voriibergehende) Ver- 
minderung der Durchgangigkeit und dadurch eine Herabsetzung 
bzw. Aufhebung der Erregbarkeit bewirken; andererseits aber 
wiirden die Narkotica die Eigentiimlichkeit besitzen, in hohen 
Konzentrationen eine Grundsubstanz des Siebes aufzulésen und 
so eine irreversible Steigerung der Durchgingigkeit herbeifiihren, 
die vor allem als Nachwirkung, nach Beseitigung der poren- 
verstopfenden Stoffe zutage tritt. Auf diese Weise kénnte den 
Lipoiden eine besondere Bedeutung zwar nicht fiir den eigent- 
lichen Mechanismus der Narkose, wohl aber fiir die irreversibel 
toxischen Erscheinungen der Ubernarkotisierung eingeraumt 
werden. 

Es mu8 aber ausdriicklich hervorgehoben werden, daB wir 
auch hier keineswegs gendtigt sind, die Lipoide zur Erklirung 
der Permeabilitatssteigerung heranzuziehen. Schon Lepeschkin 
(vgl. S. 77) hat die von ihm beobachtete Durchgingigkeits- 
erhéhung bei starken Chloroformkonzentrationen auf eine 
Koagulation der EiweiBkérper der Plasmahaut und einen da- 
durch bedingten Verlust der elektiven Permeabilitat zuriick- 
gefiihrt; Traube (vgl. S. 80) hat auf die Zunahme der elek- 
trischen Leitfahigkeit bei Einwirkung der Narkotica in kolloid- 
fillenden Konzentrationen hingewiesen; wir haben schlieBlich in 
unserer friiher zitierten Arbeit (vgl. 8. 83) den direkten Nach- 
weis gefiihrt, daB die Koagulation der Eiwei®kérper durch 
Warmewirkung oder beim Absterben einen Verlust der elektiven 
Permeabilitét und eine starke Erhéhung der Salzdurchgangig- 
keit bewirkt. Da zahlreiche Untersuchungen der neueren Zeit 
uns die meist irreversible kolloid- (keineswegs bloB lipoid-) 
fillende Wirkung der Narkotica kennen gelehrt haben, die in 


1) K. Reicher, Chemisch-experimentelle Studien zur Kenntnis der 
Narkose. Zeitschr. f. klin. Med. 5, 235, 1908. 
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der Tat durchwegs erst bei iibernarkotischen Konzentrationen 
auftritt und daher auch nicht, wie dies verschiedentlich ver- 
sucht wurde, fiir den Mechanismus der Narkose verantwortlich 
gemacht werden kann, so gibt die Verminderung des Disper- 
sitaétsgrades der Plasmahautkolloide eine vdéllig zureichende Er- 
klarung der irreversiblen Permeabilitatssteigerung durch toxisch 
wirkende Narkoticumkonzentrationen, ohne da8 die Lipoide 
hierbei eine besondere Rolle spielen miiBten. 

Alle sonstigen Wirkungen der Narkotica, wie besonders 
ihre antikatalytische Beeinflussung der verschiedenen Ferment- 
prozesse, vor allem der Oxydationsvorginge, diirften erst die 
sekundaren Folgen ihrer Adsorption an den Zellgrenzflichen 
und den im Zellinneren wirksamen Zellstrukturen darstellen, 
wie uberhaupt mit Lepeschkin*) darauf hingewiesen werden 
mu, daB die Schliisse, zu denen wir iiber die der Untersuchung 
zunachst allein zuginglichen Eigenschaften der Zellgrenzflachen 
gelangen, zum Teil méglicherweise fiir die ganze Plasmamasse 
Geltung besitzen kénnen. Aus diesem Grunde wurde mit Ab- 
sicht in den vorangehenden Ausfiihrungen stets der Ausdruck 
,Zellgrenzflichen“ gebraucht und die Bezeichnung ,,Membran“ 
im allgemeinen vermieden, weil diese eine Abgrenzung auch 
gegen das Zellinnere einbegreifen wiirde, iiber die wir, soweit 
die Wirkungen der Narkotica in Frage kommen, vorlaufig nichts 
Bestimmtes aussagen kénnen. 

Zusammenfassend kénnen wir die Theorie der Wirkung 
der Narkotica folgendermaBen formulieren: Die Adsorp- 
tion der Narkotica an die Zellkolloide bewirkt eine 
reversible Verminderung der Durchgangigkeit der 
Zellgrenzflaichen fiir Wasser und wasserlésliche Be- 
standteile, wodurch eine Herabsetzung bzw. Auf- 
hebung der an die normalen Permeabilitatsverhalt- 
nisse gekniipften Erregbarkeit bedingt wird (rever- 
sible Narkose); in héheren Konzentrationen tritt als 
sekundére Folge eine irreversible Permeabilitats- 
steigerung ein, die wahrscheinlich auf der Verminde- 
rung des Dispersitatsgrades der Zellkolloide beruht 
(irreversibel toxische Ubernarkotisierung). 





1) W. W. Lepeschkin, Zur Kenntnis der chemischen Zusammen- 
setzung der Plasmamembran. Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 29, 247, 1911. 
7* 
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100 H. Winterstein: Narkose und Permeabilitit: 


4. Zusammenfassung. 


Kine kritische Ubersicht iiber die Literatur ergibt, daB 
noch keine geniigende Klarheit iiber die Beziehungen zwischen 
Narkose und Permeabilitit geschaffen ist. Die in einer voran- 
gehenden Arbeit beschriebene Methode der direkten Unter- 
suchung der Wasser- und Salzdurchgingigkeit von Muskel- 
membranen ermoglicht eine endgiiltige Entscheidung dieser Frage. 

Es ergibt sich, daB die Narkotica in narkotischer Konzen- 
tration eine hochgradige und véllig reversible Verminderung 
der Permeabilitét fiir Wasser bewirken. Eine Permeabilitats- 
verminderung fiir Salze entzieht sich wegen der an sich sehr 
geringen Salzdurchgingigkeit der normalen Gewebe bei diesen 
dem Nachweis; sie ist jedoch gleichfalls direkt feststellbar an 
Muskelmembranen, die durch Abtétung ihre elektive Permeabi- 
litat eingebiiBt haben. Auch hier ist die beobachtete Permea- 
bilitatsverminderung vollkommen reversibel. 

Bei hohen Narkoticumkonzentrationen tritt vor allem als 
Nachwirkung eine irreversible Durchgingigkeitserhohung ein. 

Diese Feststellungen erméglichen eine allgemeine Theorie 
der Wirkungen der Narkotica, die sowohl die reversiblen nar- 
kotischen Lahmungen wie die irreversiblen toxischen Folgen 
der Ubernarkotisierung befriedigend zu erkliren vermag. Es 
besteht keine Veranlassung, den Lipoiden bei dem Mechanismus 
dieser Wirkungen eine ausschlaggebende Rolle zuzuteilen. 
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Physikalische und chemische Vorginge im iberlebenden 
Muskel als Ursache der Totenstarre’). 


Von 
Leonhard Wacker. 


(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Miinchen. ) 
(Hingegangen am 23. Marz 1916.) 


Mit 3 Figuren im Text. 


Im Muskel spielen sich gleich nach dem Tode und dem 
Aufhéren der Blutzirkulation vorzugsweise drei ineinander- 
greifende, chemisch verfolgbare Verinderungen ab, die mit der 
physiologischen Tatigkeit in nahem Zusammenhange stehen. 
Diese Vorginge sind Glykogenabbau, Saurebildung und 
Neutralisation der gebildeten Saure. 

Diese Neutralisation ist durch die Zunahme der Aciditat 
und Abnahme der Alkalescenz gekennzeichnet und hat als be- 
merkenswerte Erscheinungen noch eine Kohlensaureentbin- 
dung aus Alkalibicarbonat, die Zersetzung des Alkalialbuminats 
unter Abscheidung der eiweiBartigen Komponente im 
Muskel und die postmortale Warmebildung im Gefolge. 

Da anzunehmen ist, daB sich die erwahnten Prozesse inner- 
halb der Muskelfaser vollziehen, werden dieselben die physika- 
lischen Verhiltnisse beeinflussen und zu jenem Zustande fihren, 
den wir als Totenstarre bezeichnen. 

Durch den Zerfall des groBen kolloiden Glykogenmolekiils 


‘) Vgl. hierzu: L. Wacker, Zur Kenntnis der Totenstarre und der 
physiologischen Vorgiinge im Muskel. Miinch. med. Wochenschr. 1915, 
Nr. 26, 8. 874; Nr. 27, S. 913. — Anoxybiotische Vorginge im Muskel. 
Arch. f. d. ges. Physiol. 163, 491, 1916. 
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in kleinere Kristalloidmolekiile wird der osmotische Druck steigen, 
und die freiwerdende Kohlensiure, die durch das Blut nicht 
mehr abtransportiert werden kann, wird zur Druckerhéhung 
beitragen. Die Abscheidung des voluminésen, globulinartigen 
EiweiBkorpers wird dem Muskel eine gewisse Steifheit verleihen 
kénnen, so da8 also die Totenstarre auf einen Komplex von 
Ursachen zuriickzufiihren wire. 

Die Schwierigkeit, iiber den genetischen Zysammenhang 
der chemischen Vorgiinge im absterbenden Muskel ein zuver- 
lassiges Bild zu bekommen, liegt vorzugsweise an drei Umstianden, 
die bei der Untersuchung beriicksichtigt werden miissen. 

Zunachst ist daran zu denken, daB man gleich nach dem 
Tode, wo doch sicherlich schon die Untersuchung einsetzen 
mu, keine stabilen Verhaltnisse im Muskel vor sich hat, son- 
dern der Glykogengehalt sowohl, als auch die Siuremenge andern 
sich von Minute zu Minute. Das Glykogen nimmt fort- 
wahrend ab, die Saiure dagegen zu. Solange der Orga- 
nismus noch warm ist, vollziehen sich die Prozesse 
rasch. Entnimmt man beispielsweise einige Muskelproben fiir 
die Glykogenbestimmung, so haben sich wahrend des Zeitver- 
lustes durch die Wagung usw. die Proben fiir die Muskelreaktion 
schon so weit veraindert, daB sie nicht mehr zu den Glykogen- 
proben passen, da unterdessen die Saiurebildung weiter fort- 
geschritten ist. Der Fehler wird vergréBert, weil die eine Sub- 
stanz in der Abnahme, die andere in der Zunahme begriffen ist. 
Verfolgt man diese Verhialtnisse an den beigegebenen Kurven 
(Fig. 1 u. 2), so wird man sich iiberzeugen, daB sich auf diese 
Weise grobe Fehler einschleichen kénnen. Glykogenproben und 
Proben fiir Muskelreaktion miissen daher tunlichst rasch und 
gleichzeitig, ohne erhebliche Zerkleinerung, in hei®e Lauge bzw. 
siedendes Wasser eingefiihrt werden’). 

Ein weiterer, schwerwiegender Mifstand liegt in dem 
bekannten wechselnden Gehalt der Muskeln an Gly- 
kogen, der wahrscheinlich mit der funktionellen Beanspruchung 
im Zusammenhang steht. So ist z. B. ein groBer Unterschied 


*) Wenn ich mich nicht durchweg an die hier besprochenen Er- 
fahrungen gehalten habe, so liegt dies daran, daB dieselben erst nach 
und nach gesammelt werden muBten. 
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im Glykogengehalt des M. sartorius (0,211 bis 0,473°/,) und des 
M. quadriceps (0,587 bis 0,648°/,) desselben Hundes. Die 
Schwankungen sind nicht nur bei verschiedenen Muskeln, son- 
dern sogar innerhalb ein und desselben nicht unbedeutend. 
Um mich zu iiberzeugen, daB dies nicht an meiner Methode 
liegt, zerkleinerte ich ein einheitliches Stiick Pferdemuskel, 
mischte die zerschnittenen Partien und fand dann ziemlich 
iibereinstimmend 0,75 und 0,77°/, Glykogen. 

Wie aus dem verschiedenartigen Glykogengehalt eine Fehler- 
quelle entstehen kann, beleuchtet folgendes Beispiel (s. Tafel II, 
Hund 3, Serie 3): Wiirde man die Probe zur Glykogenbestim- 
mung gleich nach dem Tode des Tieres nur vom Quadriceps 
entnommen haben, so hatte man als erste Unterlage fiir den 
Vorgang des Glykogenabbaus 0,077 und 0,032°/, im Mittel 
0,054°/, Glykogen gefunden. Erfolgt dann die zweite Entnahme 
nach 6*/, Stunden und nach Eintritt der Totenstarre’) vom 
M. adductor magn., so wiirde sich ein Glykogengehalt von 
0,045 °/, ergeben. Die scheinbare Glykogenabnahme betriige 
also 0,054 — 0,045 = 0,009°/,. Daraus wire der Schlu8 be- 
rechtigt, daB kein Abbau stattgehabt hat. Tatsichlich aber 
betrug der Anfangsglykogengehalt des M. addukt. magn. 0,220°/,, 
es sind somit 0,220 — 0,045 = 0,175°/, und nicht 0,009°/, 
abgebaut worden. 

Wie ersichtlich, ist die Probeentnahme und die Auswahl 
der Versuchsobjekte von einschneidender Bedeutung. Ganz ver- 
meiden werden sich MiBgriffe nicht lassen, schon weil die beiden 
Bestimmungen nicht in ein und derselben Probe durchfiihrbar sind. 

Bei hdherem Glykogengehalt werden die Unterschiede 
in den gestapelten Mengen groBer, und beim Abbau treten 
Selbststeuerungsmechanismen in Tatigkeit, die wahrschein- 
lich den Zweck haben, eine schidliche iibermaBige Saéurepro- 
duktion zu regulieren. Die verschiedenen abbauenden Fermente 
werden durch die anfallende Saure in verschiedener Weise ge- 
hemmt. Je nachdem Alkalescenz oder Aciditaét vorwiegt, werden 
Fermente aktiviert, die Saurebildung begiinstigen oder ver- 
hindern. Der Dissimilationsproze8 bleibt unter Um- 


1) Bei Mangel an Untersuchungsmaterial und kleinen Tieren (Tafel II, 
Versuch 1, 3. Serie). 




























































































1) Vom 
*) Vom 








M. quadriceps. 
M. addukt. magn. 





























104 L. Wacker: 
j Tafel 
i Verlauf des Glykogenabbaues und der 
i Erste Entnahme ” Zweite | Entnahme Dritte 
it ; ai thot ot a ry Re gt ley FRR 
2 8\ a |RPale8| Sig_le Bla (24! El ‘dig ls 21. 
: S| §. |S$\s08| a/¢ S's. /S8$isa| 48 5/6 
4 wen (2S | SH BEES SESE om Babe 284) 94/29 be 
i | s =. 3s | = =! = 2 = 
| ne. [Sgs| SS Series eases sei se s.° 25/84 sles 
a 2.1/5 |ESiesieags lof ./5 [So issiagie j.e 2/5 
as ‘o 8 = qo) 8 ‘oO 9 | 2 |}<q 9° 8 | ‘So 9 | 
i mabe S} 8} of 8) %o | %o | “| g| *lo " E | *lo 
e Verlauf bei niedrigem und mittlerem 
Be 3 | j 
ee | 1 |ca.20bis! ¢ | oes aoe 
A : | 1130 Min | 322 4 St. 0,083 | oe 
a 2} 3) » | 0,236 » (0,051 | 20 St. | 0,033 
4 s 4] 5 | 0,254 »  |0,055 » | 0,021 
218) » | 0,282 | » (0,088 » |0,012 
fis] » | 0,232 ee » 0,006 11 St. | 0,000 
£16] » | 0,260 | 6 St. 0,002 73/, St.! 0,000 
B/ 9] » ~ 35,8 [35,8 | 4St. — | 15,8 | 56,6 24 St.) — 
|. ne eee ee 37,0 wae re | 12,1 | 64,4 | a 
E| 1|Sogieicn | 0,187 | — |40,0/37,1' | 2 St. 0,053; | 26,8 | 50,7 | 
ofl nach dem} 0,385 } | | 
$3) | eicicn- |)0.339 | a 0,036 
| Lf | | | N 5) 
é 3 6 cry 0.440 °. 362 |33,3 82.0) | | 24 St. 4 o4g 
5) | pom (0,282 | | | 
leich | 0,226 | '0,000 
y) nach dem 07333, 9,804 40,0 58,3 24 St. |9' 99 
= ed-b.} 9 944 | '49,3 |42,6 (0,80 0,000 | | 36,0 | 57,8 | 0,18 10,000 
oF | * fatisz0bie)t0,245 (44 413 |50,7 \0,42| > St |0,000 0000 | hagh Dy a. 
BE) | 9 Min. 170,207 |g on [38,7 /46,7 10,36 [5 op 1000 | 25,3 | 61,3 | 0,05 (0,000 
a i ble | | 600 0,16 ‘0,000 
“| 4 | 1m Nar (0,383 52,0 38,7 |0,98 0,071, 2 ,0 | 0, 0, 
: m | 50,1739) 49,3 |42,7 (0,88 0 130, 0 | 0, 
ws Bag Oe (02739 255 45,8 |45,3 (0,74 P's 2 St. 0/000 no Sigg Bet 
Verlauf bei héherem Glykogen- 
| 2 
§ 2/16 Min. 0,689 | ~ 458 | any 0,440) | 10,6 | 70,4 ao a 785 
a | 
[sfosain 4 ast 501 LE oom] | tae 
| 0,582 daly | 
x | 
. 10,624 (17,8 (69,3 | 1 St. 0,480 16,0 | 66,6 | 
§& | 4/30 Min.)) 9596 |0:616 200 66,6. 8 Min. 0,440. (0,485 | 10,6 | 64.0 
— i 
: 0,692 | fer, st.o,076 
i2 
* | 5110 Min. tos 0,510 36,0 | “66 | bei 87 590, 042 




















Tafel 


s und der 





Dritte 


Glykogen- 
gehalt 


nahme 
jjnach dem Tode 


o 


0 


| mittlerem 


0 St. | 0,033 


» | 0,021 
» |0,012 
1 St. | 0,000 


H, St.| 0,000 


- oman 


0,036 


4 St. 0.046 


4 St. — 
0,000 


0,000 
(0,000 


2 St. 


| Glykogen- 


2 St. Inn 
Min O78 


1/, St.|0,076 
ei 37,5°|0,042 
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I. 
Saurebildung beim Kaninchen. 



























































Entnahme _____Vierte Entmahme 
bal £) Zia ls Si, [S9!.8) ‘2/4 
Of/88 3) salS & S2/FS\ 88) 5) Sa 
sei se sti geo | fe\/5e|\s%istiae Bemerk 
Ee == 3/8 REE as fa | 2_2\= 2 85 ange 
sleet 34 S8[ogs PhS h\o4/82 28 
Solus adic of |S Bolin 8 asia 
asses)" |e 3 am 8)" 3] 
"lo 8! § 0% whe ie *lo | & s) "lo ae 
Glykogengehalt der Muskeln. 
| 44 St.|0,008) | Vgl. Miinch. med. Wochensehr. 1915 
| 498.0009) | | | am 56. 
52 St. 0,004 | eo Se 
83 St. |0,004 | | 
yas ig ae 4 Std. bei 37,5°. 
— |—| | 6 Std. bei 37,5°. 
| 12,8 | 57,8 48 St. | | | 11,8 | 61,9 | \ Hierzu keine Glykogenbestim- 
11,8 | 62,2 48St.| | | 83/633) |S mung. 
1 ] 7 | 
31 St. | 24,0 | 50,3 | Lésung der Starre nach 31 St. 
apa! 24,0 74,6 | Lésung der Starre nach 30 St. ' 
| 
| a 
0,000) 18,6 | 74,6 48 St. (0,000 18,6 | 74,6 | Lésung nach 48 St. 
sock bell aoe say | 30,7 | 62,7 | 0,12) Beginn der Lésung nach 50 St. 
25,8 | 61,3 | 0,00 0,000; | 26,7/61,3| — | ,. 
ai” “ans a . | “a 1967/5872) — Lésung nach 48 St. 
20,0 | 69,3 | 0,05 Durch Narkose getétet. Lésung 
ote 7 ie | re nach 71 St. 
” se 10,000 | saa , 60,0 - Durch Narkose getétet. Lésung 
| ‘ead i= nach 55 St. noch nicht erfolgt. 
gehalt der Muskeln. 
7,8|73,9 | 31 St. (0,231 | 7,5 | 64,3 
onal | QUERY! 
, {0,000 ;—|—| Beginn der Lésung der Starre 
nach 31 St. 
10,102 | | 9,8 | 77,3 | 
* F 10,112; ~ ie 
| (0,128 | _ 
oie haa tal | | | 24, St. im Brutechrank bei 37,5°. 
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Tafe| 


Verlauf des Glykogenabbaues un; 





Zeit der Entnahme 
nach dem Tode 


30 Min.. 


Erste Entnahme 


| 


Glykogengehalt 
des Muskels 
Mittlerer Glykogen- 
gehalt 


— 


| 
| 
| 


pro 100g Muskel 


|| Acidita 


i 


| Alkalescenz in ccm nj, "Sure 


t in com »),,-Alkali 


pro 100g Muskel 





Albuminat- 
EiweiB 


Zeit der Entnahme 
nach dem Tode 


| 


: Zweite Entnahme 5 


Glykogengehalt 
des Muskels 
Mittlerer Glykogen- 
gehalt 


x 
Cc 

=2 
oO 


| 
| 


Alkalescenz in cem "/,,-Saéure 


®/,.-Alkali 
cel 
Albuminat- 
EiweiB 
Zeit der Entnahme 
nach dem Tode 


pro 100g Muskel 
pro 100g Mus 


Aciditat in ecm */, 


~2 
J 


| 
| 
| 
| 
| 





| — |33,3/30,0, — 


t 








Dritte Entnahme 


Mittlerer Glykogen- 


des Muskels 
gehalt 


Glykogengehalt 


—2 
— 


| 
i 


Alkalescenz in ccm »/,,-Saure 


iweils 


Albuminat- 
zx 


pro 100 g Muskel 
Aciditaét in ccm ®/,,-Alkali 
pro 100g Muskel 





= 
e 





— 
© 
=] 
=| 
° 
ez 
a 
° 
° 
ice} 
£ 
© 
.~) 
w 
a 


_ 


i) 


| 


80 bis 
55 Min 


|) 0,414*) 


10,4004) 


0,255 ) 
0,324 *)0,335 
0,427 %)| 
0,648%)) 
0,587 2) 
0,544°) 


{ 


(0,479 
0,473 2)| 
0,211)| 
0,5384)| 
0,380¢), 
0,321 *)) 
0,4284)| 





| (0,281 )| 


| 
(29,3 
(29,3 


(26,6 
| 





| | 
0,891|82,0/33,3) 


,0)38 


36,6 
36,6) 





| 
} 


ee 


1 St. |0,229) 
40Min. |,” 
bis1St.| 
55Min.) 


0,287'0,264 
0,276 


18,3 
117,38 











0,174 


} 





13,3 





8. Serie im Winter 





Wih- 
rend 
Nar- 
kose bis 
20 Min. 


Pp. m. 
10 bis 
in. | 


In vivo 
wih- | 
rend'der, 
Nar- 
kose 





| 
| 
{ 


| 52,094) 


1,987 4) 


{0,580% 
0,364) 0,408 
(0.381 9) 


0,2205)| 
0,077) 0,109 
\o,0828) 


2,040! 


40,4 
(38,1 


45,3 
(46,7 


44,0 
41,3 


a 
16,3 
| 


28,0 
26,7 
26,7 
29,3 


1,120 
0,692 


1,246 


1,135 
1,124 











1) M. Sartorius. 
*) M. quadriceps. 
*) M. biceps. 

*) Quadriceps und Adduktoren-Gruppe. 
























































Vorginge im Muskel und Totenstarre. 107 
Tafe| MII. 
ubbaues und Mader Saurebildung im Hundemuskel. 
ntnahme Vierte Entnahme > - Fiinfte_ Entnahme- Sechste Entnahme 
eis |. | i= Ly ie jf ig eis 
a0 iba Lic hb io. le bi 
28 \%8 |. e 42 8 | s8I43i 5 Ee! Ss 2 |28\48\n [8s g2 12 (28/48) e 
ge | ws les E 34 be Pee Ee 35) he Bebe 28 8a 35 4 | Bs PE ¥3| 22 Be- 
1 Bal e= ep M’ 62 SS Sa cs EFlE.| s2 SSS= cA Esle- SS (52 2 oF] as 
a ee SS ME F2 pe lewls= 25 )88) S shlseselzal8& S* | sh leu es) ZG | merkungen 
wSle8 MRS 58 S (28ic8 = [evi of | B8ia8l= Is- S28 (s 28\e8!= 
al = - Bea Se ee =) oo a oer 4s iz  jpcaid beat 
Seige] 9} © = iseclge! a a ~ = So s° 2 ~ b 4 So #e| 
ial bl t = g5 25 a es ga36 3° " ases| 
SERED GER Lee ec 
2 ie “HG | coe 4 Nae PR ; 96 |, rT 
| { a RES a AR i asa TES mal d. Sta 
| | | 0,181 21, 71,7 St. 0,080 15,048,3 St. 0,004 13,3.50,0 oman oe 
: | 
7 oe " ’; 26 | Q 49 0,000 i— q Los d. St 
4 13,3153, 0,102 | —  9,857,8 — |g 0,120 | — | 8,058,0 —| s- 0,000 se 
ae oe 
| | } 
| | 0,278 mre 30 oes a | er 48 0,127 9 90547 Los d. St 
10,366 0,322,14,753,3 St. 0,263 113.8 53,3 St. 0.118 0,120:12,0.54,7 — _— 
} Starre nach 32 St. 
| } Moroney ad 
i . Tie 
60 112%)9. 07 9 | Vountieenest. 
| 4 | | rting!. 
| | t. 0,047 4) ~” | fiir anderweltige 
} | | } H Beweisfiihrung 
wt | bestimmt. 
ed | ge He | po 
ai ‘ ' } ac . el- 
| | #214149 11722,733,30,140 | 4: 1509) ner jung. Hand, 
| ; gefiittert. 1 St. 
} lang in Ather- 
| | narkose, dann 
| °,0909) | form getltet. 
, 0,1565 . 
20,049,3)0,100} 48 |” 78 0,071 0,062 
20,112 0,125. ores oa 17,356, ojnone dsung d. Sta 
0,109 20, 053,3 —_ St.\9 0,065) St. 0,053 nabs poy —" 
ésung d. 8 
BE o000%40,01 578.0142, 710.598 | 48 0 000%) 099 21:354,710,160) nach gost. 1 St 
Bt. 0,01: 18,7 58,30, 109 | St. —s '18,756,00,107} i. Athernarkose, 
| 0,000 | | j dann durch 
| | Chloroform ge- 
| | | titet. 











5) M. adduct. magn. 

*) Adduktoren-Gruppe. 

7) Samtliche Tiere waren bei Versuchsantritt zirka 20 Stunden 
niichtern. 
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110 L. Wacker: 


standen bei Zwischenstufen stehen, es lassen sich Muskel- 
zucker (Hexose)*) und eine Milchséurevorstufe*) mit Sicherheit 
nachweisen. 

Die ibersichtlichen Resultate wurden deshalb an 
Muskeln von Kaninchen bei niedrigem Glykogengehalt 
erzielt, unter Bedingungen, bei denen die vorerwahnten MiB- 
stande tunlichst ausgeschaltet waren. 


Glykogenabbau*), 

Meine Untersuchungen iiber den Glykogenabbau wurden 
in drei verschiedenen Zeitperioden ausgefiihrt, zwei davon fielen 
in die kiihle Herbst- und kalte Winterzeit und eine in die 
Hitzeperiode des Hochsommers. Obwohl in der Ernihrungs- 
weise der Kaninchen keine wesentliche Anderung eintrat (sie 
wurden mit Heu und Hafer gefiittert, im Sommer mégen zu- 
weilen einige Gemiiseabfille verwertet worden sein), zeigte sich 
im Glykogengehalt (mit einer einzigen Ausnahme) ein wesent- 
licher Unterschied : 

Wahrend der kiihlen Jahreszeit enthielt die Muskulatur 
des Kaninchens im Mittel 0,26, selten iiber 0,35°/, Glykogen, 
wahrend in der Hitzeperiode des Hochsommers im Mittel 0,48°/, 
bis zum Héchstwerte von 0,69°/, festgestellt wurden. 

Bei geringem Glykogengehalt (0,26°/,) verschwindet das- 
selbe bis zum vollkommenen Eintritt der Totenstarre, d. h. 
innerhalb 5 bis 6 Stunden (Starreerscheinungen treten schon 
nach ca, 3 Stunden ein) nach dem Tode, vollkommen, und die 
Saurebildung erreicht damit oft schon ihr Maximum, manchmal 
wird aber noch etwas Saure nacherzeugt. 

Ist mehr Glykogen zugegen (etwa 0,35 bis 0,40°/,), so 


) I. Parnas u. R. Wagner, Diese Zeitschr. 61, 387, 1914. 

*) G. Embden, F. Kalberlah u. H. Engel, Diese Zeitschr. 45, 
5, 1912. 

5) Zur Glykogenbestimmung: Es wurden auf einer gutziehenden 
Handwage jeweils 7 g Muskel genau abgewogen, in groben Stiickchen in 
30 cem heiBe, 60°/,ige Kalilauge eingefiihrt und 3 Stunden im Wasserbad 
erhitzt. Zur Verdiinnung wurden 30 com Wasser (inkl. Spiilwasser) ver- 
wendet und das Glykogen mit 130 ecm 95°/,igen Alkohols gefallt. Nach 
der Inversion wurde eine Filtration eingeschaltet und im itbrigen nach 
Pfliger gravimetrisch verfahren. Siehe Handb. d. Biochem. Arbeits- 
methoden 2, 164 u. 174. 
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bleiben nach Eintritt der Starre noch etwa 0,05 bis 0,1°/, Gly- 
kogen iibrig (Tafel I, Versuch 6, 2. Serie und Versuch 4, 3. Serie). 
Dieser Rest verschwindet dann im Verlaufe von 24 bis 48 Stun- 
den unter maBiger Zunahme der Saure. 

Bei verhaltnismaBig hohem Glykogengehalt (0,5°/, und 
dariiber) wurde in der Mehrzahl der Fille das Glykogen wih- 
rend der Beobachtungszeit (bis zur Lésung der Starre) nicht 
vollkommen verbraucht (Versuche 2 u. 4, 4. Serie). Befdrdert 
kann die Wirkung des diastatischen Fermentes durch Warme- 








zufuhr (Versuche 5 u. 6, 1. Serie und 5, 2. Serie) werden. 
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Fig. 1. 
Chemische Vorgange im absterbenden Kaninchenmuskel. 
(Nach Versuch 4. 3. Serie, obere Reihe, Tafel I.) 


Wahrend die Totenstarre beim Kaninchen in der kalten 
Jahreszeit (trotzdem die Leichen in dem untertags geheizten 
Laboratorium lagen) 48 Stunden und langer anhielt, léste 
sich dieselbe im Hochsommer in der Regel schon nach 31 
Stunden. 

Beim roten Muskel des Hundes ist der Glykogenabbau 
vor Eintritt der Totenstarre ein tragerer als beim Kaninchen 
(s. Tafel III u. IV und Fig. 1 u. 2), das gleiche gilt noch in 
erhéhtem Ma8e fiir normale Individuen bei Pferd und Mensch. 
Bei letzteren Muskelgattungen findet man noch nach Eintritt der 
Totenstarre einen héheren Glykogengehalt (0,7 bis 0,8°/,), der 
lange Zeit hindurch ohne wesentliche Abnahme anhiilt. 


Losung der Starre nach 74 Stunden 
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Saurebildung. 


Dem ganzen Verlauf der Saurebildung nach zu urteilen, 
muB man dieselbe als einen mit dem Glykogenabbau genetisch 
im Zusammenhang stehenden ProzeB auffassen (s. den Verlauf 
der Kurve Fig. 1 u. 2 und die Tafeln I u. II). Die Menge der 
entstehenden Saure entspricht zwar im Durchschnitt nicht der 
aus dem Glykogenschwund theoretisch zu erwartenden Quantitit, 
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Chemische Vorgainge im absterbenden Hundemuskel. 
(Nach Versuch 2. 3. Serie, obere Reihe, Tafel II.) 


doch kommt dieselbe bei niedrigem Glykogengehalt und sach- 
gemaBer Entnahme sehr nahe an die Theorie heran (Saure als 
Milchsiéure berechnet). Meine Versuche zeigen insofern ein der 
Saurebildung ungiinstiges Bild, weil zuerst die Glykogenproben 
und dann erst jene fiir die Muskelreaktion entnommen wurden. 
Die Griinde hierfiir wurden bereits eingangs erértert. Die 
Gesamtmenge an Siure, die der Muskel vom Moment des 
Todes an zu bilden vermag, ist begrenzt, sie betrigt beim 
Kaninchen im Mittel 0,18 g, beim Hunde 0,21 g, in Milchséure 
umgerechnet. */, bis °/, hiervon entstehen schon in der ersten 
Periode bis zum Starreeintritt, der Rest bildet sich erst nachher. 
(Vgl. Tabelle III u. IV, sowie VII u. VIII). 

Wie erwahnt, entspricht die Saéurebildung der Glykogen- 
abnahme annahernd nur bei geringem Glykogengehalt, bei 
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hdherem verschwindet mehr Glykogen, als die Saurezunahme 
theoretisch verlangt, es kommt zur Bildung von Zwischen- 
produkten. Wire der Zerfall des Glykogens im letzteren Fall 
ein quantitativer, so miiBte sich dies durch das Auftreten von 
freier Milchsdure kundgeben, da die vorhandenen alkalischen 
Salze nicht mehr zur Neutralisation ausreichen wiirden. Theo- 
retisch entstehen aus 1 g Glykogen 1,097 g Milchséure’). Wenn 
man beispielsweise einen Kaninchen-Muskel mit 0,6°/, Gly- 
kogengehalt unter Warmezufuhr vollkommen abbaut, so waren 
daraus 0,65°/, Milchséure zu erwarten. Die vorhandenen alka- 
lischen Salze reichen aber im giinstigen Falle nur zur Neutra- 
lisation von 0,3 g hin, der Rest (0,35 g) miiBte dann als freie 
Saéure zugegen sein und sich durch den sauren Geschmack zu 
erkennen geben. Dieser Fall tritt aber weder im lebenden, 
noch im absterbenden Muskel ein. Die freie Siure wiirde auf 
die Dauer die Gewebe schidigen, es kommt zu einem Stillstand 
der Saéureproduktion, noch ehe der letzte Rest von Alkalescenz 
aufgebraucht ist. In meiner friiheren Mitteilung*) sind die 
Mengen dieser Restalkalescenz (entsprechend 9,7 ccm %/,,- 
Saéure pro 100 g Muskel) angegeben. 

Bei einem gewissen Saéuregrad wird, besonders im roten 
Muskel, der Glykogenabbau wesentlich verzégert, ein hoher 
Glykogengehalt im Muskel einer Leiche mit ausge- 
pragter Totenstarre (mindestens 6 Stunden post mortem) 
fallt daher immer mit einer verhaltnismaBig niedrigen 
Alkalescenz, (einem geringen Gehalt an Albuminaten), und 
betrachtlicher Aciditéat zusammen (Tafel V und Tafel VI 
Sekt. Nr. 13). Umgekehrt konnte bei der menschlichen Leiche 
(Sekt. Nr. 12 u. 26, obere Reihe, Tafel VI) ohne jeglichen Gly- 
kogengehalt des Quadriceps, im Stadium beginnender Lésung 
der Totenstarre (17 bis 23 Stunden p. m.), noch ein ziemlich 
hoher Alkalescenzgrad (und reichlicher Albuminatgehalt) nach- 
gewiesen werden. Man kann daraus schlieBen, da Saure- 
bildung ohne Anwesenheit von Glykogen nicht méglich 
ist, und ferner, daB Glykogenabbau und Saure produktion 
abhangig sind von einer gewissen Menge alkalischer 





1) Miinch. med. Wochenschr. a. a. O. 


*) Miinch. med. Wochenschr. a. a. O., Tafel III. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 8 
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Substanzen, oder daB umgekehrt das diastatische Fer- 
ment durch Séure inaktiviert') wird. 

Man darf sich die Umwandlung des Glykogens in Milch- 
siure natiirlich nicht als einen einzigen ProzeB*) vorstellen; sie 
geschieht wahrscheinlich unter Mithilfe verschiedenartiger Fer- 
mente von verschiedenen Eigenschaften, die eine Selbststeuerung 
des Abbaues gewihrleisten. Es wiirden demnach zunichst 
dextrin- und maltoseartige Kohlehydrate entstehen kénnen, 
dann Hexose selbst (Muskelzucker)*) und spater als Vorstufe 
der Milchsiure Dioxyaceton oder Glycerinaldehyd‘). Bei allen 
diesen Zwischenstufen kann der ProzeB aussetzen und kénnen 
sich gréBere Mengen anhiufen®). Die Umlagerung des Glycerin- 
aldehyds zur Milchsiure kénnte beispielsweise abhingig sein von 
der Gegenwart von Alkalibicarbonat*). Da8 sich neutrale che- 
mische Verbindungen unter dem Einflu8 von Alkalien zu Sauren 
umgruppieren kénnen, ist eine bekannte Tatsache, es sei nur 
an die Entetehung von Benzilsiure aus Benzil erinnert: 

C,H,CO — CO — C,H, -+- NaOH = Cols C(OH)COONa. 
65 

In der Tat beférdert ein Zusatz von Natriumbicarbonat 
zum MuskelpreBsaft die Bildung von Milchsiure aus dem hy- 
pothetischen Lactacidogen Embdens (a. a. OQ). 

Man hat die Frage des Ursprungs der Milchséure aus 
Kohlehydrat vielfach lediglich von den quantitativen Ent- 
stehungsverhiltnissen abhaingig gemacht, dabei aber weder die 
im vorstehenden besprochenen Abbaustufen, bei welchen der 
ProzeB stehen bleiben kann, beriicksichtigt, noch der vor- 
herrschenden Theorie, daB das Kohlehydrat im Muskel zu 
Kohlenséure verbrannt wird, Rechnung getragen. Was be- 
rechtigt zu der Annahme, daB die Dissimilation bei der Milch- 








1) Kura Kondo, diese Zeitachr. 45, 76, 1912. 

*) Vgl. Carl Neuberg, Zuckerumsatz der Zelle. Handb. d. Biochem. 
v. Oppenheimer, Erginzungsband 1913, 569. 

’) I. Parnas und R. Wagner a. a. O. 

*) E. Buchner und Meisenheimer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 
48, 1773, 1910. — G. Embden, F. Kalberlah und H. Engel a. a. 0. 
— K. Kondo a. a. 0. 

5) v. Fiirth, diese Zeitschr. 69, 201, 1915. 

*) M. Oppenheimer, diese Zeitschr. 45, 134, 1912. — C. Neu- 
berg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913. 
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sdurestufe quantitativ halt machen soll, nachdem es doch Tat- 
sache ist, daB im Muskel freie Kohlensaure auftritt, die man 
als ein Verbrennungsprodukt der Milchsdéure angesehen hat? 
Die Milchséure wird mit gleich groBer Wahrscheinlichkeit eine 
Zwischenstufe des Abbaues des Glykogens zu Kohlensaure bzw. 
Alkalibicarbonat sein, wie der Muskelzucker und das Lacta- 
cidogen. 

Der Nachweis der Anhaufung gréBerer Mengen von 
Milchsaéure als Abbauprodukt des Glykogens im ab- 
sterbenden Muskel wiirde in erster Linie fiir die Rich- 
tigkeit der Anschauung jener Physiologen sprechen, 
die annehmen, daB die Milchsaure gréBtenteils auBer- 
halb des Muskels verbrannt wird, mit anderen Worten, 
daB die Kraftleistung im Muskel sich auf anoxybio- 
tischem Wege volizieht. Tatsachlich deuten aber alle 
Verhaltnisse darauf hin, daB der Kohlehydratabbau 
im Muskel schon bei der Milchsaurestufe aussetzt, denn 
kaum ein anderer Vorgang ist so sichergestellt als das 
Verschwinden von Glykogen im Muskel bei Arbeit und 
Kalte unter gleichzeitigem Auftreten von Milchsaure 
im Muskel und Blute. Das Vorhandensein von freier 
Kohlensiure im Muskel erklart sich ohne Schwierig- 
keit aus der Neutralisation der Milchsaure durch 
das Bicarbonat des Blutes’), So ist also die Annahme 
berechtigt, daB die direkte Kraftquelle des Muskels 
in anoxybiotischen Prozessen zu suchen ist. 

Bekanntlich kommt auch in den anderen Organen, nicht 
nur im Muskel, eine postmortale Saurebildung zustande. Durch 
den Glykogengehalt ist dies fiir die Leber ohne weiteres ver- 
standlich. Uber den Umfang derselben habe ich am Hunde 
Versuche angestellt, die in der folgenden Zusammenstellung 
wiedergegeben sind. 

Auch hier kommt es nicht zur Bildung von freier Saure, 
es ist immer noch eine Restalkalescenz zugegen. 

Im allgemeinen wurde die Beobachtung gemacht, daB die 
Summe von Alkalescenz und Aciditét in den Organen niedriger 


*) Vgl. Anoxybiotische Vorginge im Muskel im Arch. f. d. ges. Physiol. 
1916 a. a. O. 
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Postmortale Siurebildung in der Hundeleber. 














Zeit der Ent- rs us 4 a, a 
nahme in Std.| Glykogen- | Alkalescenz | Aciditét in | B k 
d Min. nach ik In com | com emerkungen 
un gehalt in 9); 1, a: oo ’ 
dem Tode /"Saéure | */,o-Alkali | 
1Std.15Min.| 0,553 | 267 | 293 
61/, Std. 0,170 | 20,0 37,3 
25» 0,104 13,3 53,3 
54» 0,080 aa Verwesung. 





ist als in den Muskeln. Dies gilt auch fiir obige Leber. 
Wahrend sie im zugehérigen Muskel durchweg 67,3 betrug, 
war sie in der frischen Leber nur 56. In der Kaninchenniere 
sind die Unterschiede gréBer — Aciditét und Alkalescenz waren 
== 55,1, wahrend die Muskeln desselben Tieres 90,7 zeigten. 
Das Alkalescenzdepot der Organzellen scheint demnach niedriger 
zu sein als jenes des Muskels, besonders da die Muskelfasern 
der zahlreichen Blutgefi®e der Organe noch eine Erhéhung 
verursachen diirften. 


Neutralisation’*). 


Die in vivo, sowie postmortal im Muskel entstehende Saure 
wird neutralisiert. Man kann dies aber nicht als einen Neu- 
tralisationsprozeB im richtigen Sinne des Wortes bezeichnen, 
d. h. nicht als einen Zusammentritt aquivalenter Mengen von 
Siure und Base unter Wasseraustritt und Formation eines 
Neutralsalzes, sondern die basischen Salze im Muskel (Dial- 
kaliphosphate) werden durch eine unzureichende Menge 
von Milchsaéure in saure Salze (Monoalkaliphosphate) 
unter Bildung von Natriumlactat iibergefiihrt. In allen 
bis jetzt beobachteten Fallen bleibt noch ein kleiner 
Rest von alkalischen Salzen (pro 100 g Muskel entsprechend 
10 bis 15 ccm ®/,,-Saure), die sog. Restalkalescenz, zuriick. 
Der Nachweis der Milchsiure im Muskel durch Titration ist 
also nur ein indirekter. 

Die physiologische Bedeutung der Retention auffallend 
groBer Mengen von Kaliumphosphaten im Muskel wird dadurch 
erklarlich. Des Zusammenhanges wegen fiige ich hier eine 


) Vgl. Arch. f. d. ges. Physiol. 1916 a. a. O. 
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Analyse’) der Aschenbestandteile des Muskels der Saugetiere 
bei, woraus der hohe Phosphatgehalt ersichtlich ist: 


K 2,54 bis 3,98°, Mg 0,21 bis 0,30 °, 


Na 0,65 bis 1,56 °/, P 1,70 bis 2,53°/, 
Fe 0,04 bis 0,24 °/, Cl 0,40 bis 0,81 °/, 
Ca 0,02 bis 0,18 lp 8 1,86 bis 2,27 °/° 


AuBer den Alkaliphosphaten befinden sich im 
Muskel noch Alkalibicarbonate’) und Alkalialbuminate, 
die gleichfalls von der Milchsaiure zersetzt werden. 
Dadurch werden die Verhaltnisse komplizierter, es wird Kohlen- 
siuregas frei und die unlésliche EiweiBkomponente der léslichen 
Albuminate schlagt sich innerhalb der Muskelfasern nieder. 


Kohlensiaure-Entbindung im Muskel als Folgeerscheinung eines 
Neutralisationsprozesses. 


Ich glaube friiher auf Grund experimenteller Belege (a. a. O.) 
den Nachweis erbracht zu haben, daB das Auftreten*) von freier 
Kohlensaiure im Muskel noch kein Beweis fiir den vollkommenen 
Abbau des Kohlehydrats bis zu dieser Endstufe jeder Ver- 
brennung in diesem selbst ist. Das Vorhandensein der Kohlen- 
siure im Muskel ist mit gréBerer Wahrscheinlichkeit auf die 
Neutralisation der Milchséure durch das Bicarbonat des Muskels 
und des Blutes zuriickzufiihren. Es wurde weiter hervorgehoben, 
da8 sich das Natrium im Muskel unter AbstoBung der Kohlen- 
sure mit Milchsdure verbindet. Der gréBte Teil des gebildeten 
Lactats verbrennt auBerhalb des Muskels*) zu Natriumbicarbonat 

1) Katz, Arch. f. d. ges. Physiol. 63, 1, 1896. 

*) Man kann sich vorstellen, da8 im Muskel Natriumbicarbonat 
neben Monokaliumphosphat riumlich getrennt existiert. Bei der 
Extraktion des frischen Muskels mit hei8em Wasser wiirde dann unter 
CO,-Entwickelung Kaliumnatriumphosphat gebildet. 

5) Fletcher, Journ. of Physiol. 23, 54, 1898. — Weitere Literatur 
siehe bei M. v. Frey in Nagels Handb. d. Physiol. 4, 475, 1909. 

*) Es soll hiermit natiirlich nicht gesagt sein, daB den Geweben 
kein Oxydationsvermégen zukommt. Auch der Muskel wird Lactat zu 
Bicarbonat verbrennen kénnen, aber das Blut ist hierzu besonders be- 
fahigt. Vgl. z. B. A. Harden und H. Maclean, The oxydation of 
isolated animal tissues, Journ. of Physiol. 48, 34, 1911. Ich hoffe, auf 
diesen Punkt mit Riicksicht auf die Publikationen von Pfliiger und 
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und kehrt als solches wiederum in den Muskel zuriick, so daB 
man gewissermaBen von einem Kreislauf des Alkalis sprechen 
kann. Hieraus geht hervor, daB das Endprodukt der 
Kohlehydratverbrennung im Organismus nicht freie 
Kohlensaure, sondern Alkalibicarbonat ist, entstanden 
durch Oxydation des Lactats. Kohlensaiure wird aus 
dem Bicarbonat erst bei der Arbeit unter dem Einflusse 
von Milchsaure in Freiheit gesetzt. Durch das Bicarbonat 
regeneriert sich die Alkalescenz des Muskels nach Saéuerung 
oder Ermiidung, indem das Monoalkaliphosphat wieder in Di- 
alkaliphosphat iibergeht, das abgeschiedene AlbuminateiweiB 
wieder als Alkalisalz in Lésung gebracht und Bicarbonat als solches 
deponiert wird. -Quantitativ verliuft die Kohlensiure-Entbindung 
analog dem Alkalescenzriickgang, der Warmebildung’), dem 
Glykogenabbau und, wie wir spiter sehen werden, auch der 
Abnahme des AlbuminateiweiBes im waBrigen Muskelextrakt 
(s. Kurven Fig. I u. II und Arch. f. d. ges. Physiol. a. a.0O., Fig. 2). 
Welche bedeutende Rolle dieser raschen Kohlensaure-Ent- 
bindung bei Entfaltung der Muskelkraft méglicherweise 
zukommen kénnte, wurde schon friiher an anderem Orte be- 
sprochen und darauf hingewiesen, daB die von Hermann 
am isolierten absterbenden Muskel ohne Sauerstoff- 
zufuhr beobachtete Kohlensaureabgabe beim Zustande- 
kommen der Totenstarre nicht ignoriert werden kann, 


Abscheidung der eiwei8artigen Komponente*) (Globulin) der 
Alkalialbuminate mit fortschreitender Saéurebildung im Muskel. 


Wenn man den frischen Muskel mit heiBem Wasser aus- 
kocht, so beobachtet man ein Aufschéumen (CO,), und es gehen 
neben den Phosphaten usw. die in demselben vorhandenen 
Albuminate, d. h. Verbindungen der globulinartigen Eiweib- 


Stintzing (Arch. f. d. ges. Physiol. 18, 1878), sowie der engl. Autoren 
Fletcher, Hopkins, Hill usw. spater eingehend zuriickkommen zu 
k6énnen. 

*) A.V. Hill, Journ. of Physiol. 44, 501, 1912, 

*) Dieser Eiwei8kérper wird in den Tabellen und dem folgenden 
Text mit dem allerdings nicht sehr wohlklingenden Namen ,,Albuminat- 
eiweiB“ bezeichnet, um seine Herkunft aus den Albuminaten zu erkennen. 
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kérper mit Alkalien, in Lésung. Je weiter aber der Saure- 
bildungsprozeB fortschreitet, desto geringer wird das Aufschaumen 
und die Menge der vom Wasser aufgenommenen Albuminate. 
Bestimmt man in diesem waBrigen Extrakt die Alkalescenz 
durch Titration mit "/,,-Milch- oder Schwefelsiure bis zur eben 
schwach sauren Reaktion, so zerlegen sich die vorhandenen 
Albuminate unter Abscheidung eines dicken, voluminésen Nieder- 
schlags von AlbuminateiweiB. Wenn man diese EiweiBnieder- 
schlige der verschiedenen Extrakte wigt, so findet man, daB 
sie mit fortschreitender Sduerung des Muskels rasch an Gewicht 
abnehmen. Die im absterbenden Muskel entstehende Siure 
zersetzt die vorhandenen Albuminate und verhindert dadurch 
die Extraktion. Das ausgefallene Albuminateiwei8 bleibt im 
Muskel liegen. 

Die quantitative Bestimmung geht Hand in Hand mit der 
Feststellung der Muskelreaktion, die eingehaltene Methodik soll 
daher nochmals kurz besprochen werden: 

Der fettfreie Muskel wird in Stiickchen von der GréBe einer groBen 
Haselnu8 zerschnitten, und auf einer gut ziehenden Handwage werden 
15 g genau abgewogen. Bei ganz frischem Muskel ist rasches Arbeiten 
notwendig. Nach der Wagung werden die Muskelstiickchen méglichst 
rasch in 50 ccm bereit gehaltenes, kochendes Wasser eingetragen und 
15 Minuten lang in leichtem Sieden erhalten. Alsdann filtriert man durch 
ein Faltenfilter von ca. 12 bis 14 cm Durchmesser und kocht den Riick- 
stand nochmals mit 50 ccm heiBem Wasser 15 Minuten lang, um aber- 
mals durch dasselbe Filterchen zu filtrieren. Hierauf werden die Muskel- 
stiickchen auf einem Holzteller fein zerschnitten, nochmals mit 50 ccm 
heiBem Wasser 15 Minuten lang gekocht, wieder durch das gleiche Fil- 
terchen filtriert und schlieBlich der ProzeB mit 30 com Wasser wieder- 
holt. Das Filter wird zum Schlu8 mit heiBem Wasser nachgewaschen. 
Die vereinigten Filtrate werden gemischt und in 2 Halften geteilt. Die 
erste dient unter Zuhilfenahme dreier Tropfen einer 1°/,igen alkohol. 
Pheno!phthaleinlésung als Indicator zur Bestimmung der Aciditét mit 
®/,9-Alkali, die andere Hilfte unter Verwendung von 7 Tropfen einer ca. 
1/,°/,igen gesattigten alkoholischen Methylrotlésung*) zur Ermittlung der 
Alkalescenz unter Verwendung von */,,-SO,H, oder Milchsiiure. Als Farb- 
umschlag ist eine Nuance maBgebend, die 1,4 com ®/,)-SO,H, in 5 ccm 
einer 1°/,igen Dinatriumphosphatlésung (M. G. 355,4), die in 95 ccm 
destilliertem Wasser verteilt und mit 7 Tropfen Methylrotlésung ver- 
setzt sind, hervorbringen. Die anfanglich kanariengelbe Lésung wird 
rosenrot. 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1915 a. a. O. 
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Die Nuance des Farbumschlages der ersten Auskochung dient als 
Unterlage fiir die Einstellung und Titrierung der spateren Proben. Der 
im ersten Extrakt befindliche Albuminat-EiweiBniederschlag erschwert 
den Vergleich, man beniitzt daher zur Einstellung vorteilhafter das 
Filtrat. Der EiweiS8niederschlag entsteht erst gegen Ende der Titration, 
wenn die Farbe von gelborange in rosenrot umschligt. Zur quantitativen 
Bestimmung wird derselbe durch ein getrocknetes, vorher gewogenes 
Filter filtriert und nach dem Auswaschen mit Wasser, Alkohol (zur Ent- 
fernung des Farbstoffes) und Trocknen bei 105° das Gewicht in iiblicher 
Weise festgestellt. Da man vorher in zwei Hilften geteilt hat, muB das 
gefundene Gewicht fiir 15 g Muskel natiirlich verdoppelt werden. 


Die gefundenen Mengen sind aus den beigegebenen Tabellen 
und Kurven zu ersehen. Der frische Hundemuskel enthalt bis 
zu 1,24°/,, der Kaninchenmuskel bis zu 0,98°/, AlbuminateiweiB 
in Form von Albuminaten. Die Gesamtmenge des im Kaninchen- 
muskel abgeschiedenen AlbuminateiweiBes betrigt im Mittel 
0,67°/,, wovon 0,60°/, schon bis zum Kintritt der Starre ab- 
geschieden werden. Beim Hund sind die Mengen grdoBer, sie 
betragen 1,06 bzw. 0,90g pro 100 Muskel (siehe Tafel VII 
und VIII). 

Eine verhaltnismaBig geringe Milchsiuremenge vermag 
(Fig. 1 u. 2) groBe EiweiBmengen abzuscheiden; ein Beweis dafiir, 
daB das EiweiBmolekiil sehr groB ist. Theoretisch besteht die 
Méglichkeit, hieraus die GréBe des Eiwei8molekiils festzustellen. 
Die Menge des aus dem Muskel in Form von Albuminat 
extrahierbaren EiweifBes ist abhaéngig von der Alkales- 
cenz, wie sich aus der folgenden Zusammenstellung beim Kanin- 
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= = — — _—— ee ee ae ————$—— > ids —— ~~ a 
52,0 | “4 0,98 | 287 | 38,7 Menge des bis zum 
49,3 | i080 «| 0:84 42.6 | 42,6 | | Kintritt der Starre 
ee Poen fed) ae aa ee 
‘ rahierbaren Ki- 
41,3 0,42 | 0,42 | 50,7 | 50,7 weiBes 0 67° 
38,7 0,36 | 0,36 | 46,7 | 46,7 mae 
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chen ergibt. Kleine Abweichungen in der Reihenfolge sind eher 
auf Titrationsfehler als auf Wagefehler zuriickzufiihren. 

Diese Abscheidung eines voluminésen EiweiB- 
kérpers ist ein weiterer Faktor in dem Komplex von 
Erscheinungen, die die Totenstarre bedingen. 

Der Beweis, daB dieses Albuminateiwei8 durch die Saure- 
bildung im Muskel in unldslicher Form abgeschieden bzw. durch 
die Alkalescenz in Lésung gehalten wird, Jat sich direkt in 
anderer Weise erbringen: 

Pferdemuskel, dessen Glykogengehalt gleichzeitig ermittelt 
wurde, wird fein zerschnitten, gemischt, um ein gleichmabBiges 
Untersuchungsobjekt zu haben, und 3 Proben & 15 g abgewogen. 

Man extrahiert 

die 1. Probe 3mal mit je 50 ccm Wasser, letzteres wird 
kalt zugesetzt und schlieBlich 15 Minuten lang gekocht und 
filtriert; 

die 2. Probe das erste Mal mit 45 cem Wasser und Zu- 
satz von 5 cem ®/,,.-Natriumbicarbonatlésung und alsdann 2 mal 
mit 50 cem Wasser wie bei der ersten Probe; 

die 3. Probe imal mit 46 ccm Wasser und Zusatz von 
4 ccm ®/,,-Milchséure, sodann 2mal mit je 50 com Wasser 
wie oben. 

In den Extrakten wird Alkalescenz, Aciditét und Albuminat- 
eiweiB in angegebener Weise bestimmt. Die Resultate zweier 
derartiger Versuchsreihen sind aus der folgenden Zusammen- 
stellung zu ersehen: 














Tafel V. 
‘Alkslesocasis] aIveminas. | Asidias io | 
uminat- | Glvk 
cem Real ccm yxogen 
Art des Versuches 2/,9-Séure pro eiweiB aw Alkali pro| 
; Ma Sm ER TT Reon e  O 
Pferdemuskel- 
extrakt ohne Zu- 20,0 0,10 44,0 | 0,628 
satz 41 St. p.m.. | 
Pferdemuskel- 
extrakt + 5 ccm 46,7 | 0,72 29,3 aa 
*/,¢- NaHCO, pro 44,0 | nicht | 26,7 
15g Muskel . . | gewogen | 
i | 
Pferdemuskel- | = nicht | 
extrakt +4 ccm 6,7 | vorhanden | 60,0 Bit. oe 
®/ o-Milchsaure 8,0 nicht 60,0 
pro 15g Muskel . | vorhanden 
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Wie ersichtlich, verursacht der Bicarbonatzusatz eine Zu- 
nahme, der Milchsdurezusatz dagegen das vollstindige Ver- 
schwinden des AlbuminateiweiBes im Extrakt. 

Auch an der menschlichen Leiche laBt sich konstatieren, 
da8 der Albuminatgehalt des Muskelextraktes abhingig ist von 
der Alkalescenz: 
































Tafel VI 
8oSl\_4e3/.-2| 
LS El 
Sekt.-Nr. u. Todes- Name des 8 Ss \i8 © |-3-& | Glykogen 
ursache Muskels & ae se elt ga | | Bemerkungen 
Ss Es 5 Es 2 E 0) 
ie wah: inet oe see) te | 
——— ————E— 
= - Fe 2% (1916) M. rectus femoris} 34,7 | 30,7 0,760 Nicht vor-/32 St. p. m. noch 
‘ Tebes Deenniin Ait: M. vastus inter- | handen |leichte Totenstarre 
gem. K. ~ ee medius 22,7 | 42,7 ete 0,016 vorhanden 
Sekt. Nr. 12 (1916) 17 St. p.m. Toten- 
Zustand nach Ne- |M. rectus femoris} 32,0 | 37,3 |0,616\Nicht vor-| starre in Lésung 
phrektomie .. . handen begriffen 
Sekt. Nr. 13 (1916) |M. rectus femoris} 25,3 | 46,7 0,304) 0,590 [34St. p.m. kriftige 
WM oes oe | 0,667 Totenstarre 


Eigenschaften des AlbuminateiweiBkérpers. Physiologische 

Bedeutung der Albuminate. Reversible chemische Reaktionen. 

Albuminurien nach Uberanstrengung und Stauungen. Ortho- 
statische Albuminurie. 


Das aus dem Muskelextrakt durch Saure gefallte Albuminat- 
eiweifs ist sehr voluminés. In diesem duBerst fein verteilten 
Zustande lést es sich in verdiinnten aitzenden Alkalien, in Alkali- 
carbonat, Bicarbonat und Dialkaliphosphat, ev. beim Erwarmen, 
auf. Die Lésungen besitzen eine leichte kolloide Triibung, ahnlich 
den Glykogenlésungen. Aus denselben wird es durch verdiinnte 
: ‘Mineralsiuren und organische Sauren, wie Milchsiure oder Essig- 
siure, gefallt. In einem Uberschu8 von Siure lést es sich leicht 
wieder auf und flockt dann beim Kochen nicht aus. Durch 
starke 25°/,ige Salpetersiure wird der EiweiBkérper gefillt; 
1 er liefert demgemiB8 in alkalischer Lésung auch die Ringprobe 
mit konzentrierter Salpetersiure. Ferner wird er durch das 
EiweiBreagens ,,Essigsiure 4- Ferrocyankalium“, sowie Esbach- 
sches Reagens, niedergeschlagen. Er gibt also die typischen 
EiweiBreaktionen und unterscheidet sich nur im Verhalten gegen 
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verdiinnte Séuren. Die Lésung in Alkalibicarbonat ist durch 
viel Ammonsulfat beim Erwirmen fiallbar. 

Wie erwahnt, betriigt die gréBte durch Extraktion beob- 
achtete Menge im ganz frischen Muskel 0,98 bis 1,246°/, beim 
Kaninchen bzw. Hunde. Bei einem Trockengehalt des Muskels 
von ca. 25°/, wiirde dies beim Kaninchen rund 4°/, und beim 
Hunde 5°/, entsprechen. 

Freie Milchsiure wiirde zweifellos das Gewebe empfindlich 
schadigen, im Muskel sind deshalb Vorkehrungen getroffen, um 
der Entstehung derselben vorzubeugen. In dieser Wirkung als 
Saureschutzmittel liegt unter anderem die physiologische 
Bedeutung der Alkalialbuminate. Sie zerlegen sich unter 
dem Einflu8 der Milchsaure in Alkalilactat und AlbuminateiweiS 
und haben in dieser Hinsicht eine dem Bicarbonat und Dialkali- 
phosphat analoge Funktion. Bei dem Neutralisationsprozel 
wird zunachst aus dem Bicarbonat Kohlensiure in Freiheit 
gesetzt. Ist der Vorrat an Alkalibicarbondt erschépft, so kommt 
das Dialkaliphosphat und zum Schlu8 erst das Alkalialbuminat 
an die Reihe. Die erwahnte Reihenfolge la8t sich chemisch 
beweisen: Monoalkaliphosphat zersetzt Natriumbicarbonat in 
waBriger Lésung rasch unter Kohlensdiureentwicklung, es kann 
also, ohne raumlich getrennt zu sein, nicht neben Bicarbonat 
existieren. Bei der Einwirkung von Milchsaéure auf ein Gemisch 
von Dialkaliphosphat und Alkalibicarbonat wird zunichst CO, 
entweichen miissen, ehe das Diphosphat in Monophosphat iiber- 
gefiihrt werden kann. Lat man eine warme Lésung des 
Albuminateiwei8k6rpers in Dikaliumphosphat einige Stunden 
in der Kalte stehen, so wird wieder AlbuminateiweiB abge- 
schieden. Zusatz von Mononatriumphosphat beschleunigt den 
Vorgang. In der Wiarme lost sich der Niederschlag wieder. 
Die Umsetzung von AlbuminateiweiB und Dialkaliphosphat bzw. 
Alkalialbuminat und Monoalkaliphosphat ist je nach Temperatur 
und Mengenverhialtnissen umkehrbar. Aus diesem Grunde fiallt 
bei der Titration der Muskelextrakte mit "/,,-Séure das Albu- 
minateiweiB immer erst zum Schlusse der Titration aus, wenn 
der gréBte Teil des Dialkaliphosphats in Monoverbindung um- 
gesetzt ist. 

Dem Ineinandergreifen dieser Prozesse scheint im 
rbeitenden Muskel bei der Neutralisation, der Re- 
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generation der Alkalescenz (Erholung) und der Regu- 
lierung des Kohlensaiuregasdruckes eine Bedeutung 
zuzukommen. Ein Uberdruck kann verhangnis voll werden, da 
die feinen Membranen gesprengt werden kénnen. Eine automa- 
tische Druckregulation ist daher von Wichtigkeit, denn die 
Abfuhr der Kohlenséure durch das Blut kann nicht plotzlich er- 
folgen. Wenn wir uns den Kohlensauredruck als Energie- 
quelle zur Arbeitsleistung denken, so sind dazu Regula- 
tionsmechanismen erforderlich’). Es sei daher daran er- 
innert, daB die Zersetzung des Alkalibicarbonats durch 
das Monoalkaliphosphat ein reversibler ProzeB ist. Wird 
aus Bicarbonat unter der Einwirkung von Milchséure Kohlensaure 
in Freiheit gesetzt und der Druck steigt zu hoch, so kann das 
vorhandene Dialkaliphosphat einen Teil der Kohlensdure unter 
Bildung von Bicarbonat und Monoalkaliphosphat aufnehmen, 
dadurch wird der Uberdruck beseitigt. Wenn aber bei weiterer 
Beanspruchung des Muskels noch mehr Milchsaure neutralisiert 
werden muB, so wird schlieBlich das gesamte Dialkaliphosphat 
in Monophosphat umgesetzt sein, und eine Druckregulations- 
wirkung fallt fort. Zu diesem Zeitpunkte kann das Alkalial- 
buminat*) als Regulator einspringen. Diese Substanz wird 
bei einem gewissen Kohlensdéuredruck in Bicarbonat und Al- 
buminateiweiB zerlegt. Hier liegt ein weiterer umkehr- 
barer ProzeB vor, denn das Bicarbonat vermag das 
AlbuminateiweiB beim Nachlassen des Druckes wieder 
unter Regeneration von Alkalialbuminat und CO,- 
Entbindung aufzulésen. Inzwischen hat das saure Mo- 
noalkaliphosphat seine hemmende Wirkung auf die ver- 
schiedenen Fermente ausgeiibt. Das diastatische Ferment des 
Glykogenabbaues und die Enzyme, die die Zerlegung der 
Zwischenstufen zu Milchséiure besorgen, sind inaktiviert, d. h. 
es ist der Ermiidungszustand eingetreten. Eine wesentliche 
Saureproduktion ist nicht mehr zu erwarten. Aber immerhin 
scheinen auch jetzt noch AbwehrmaBregeln gegen die Bildung 


*) Vgl. Arch. f. d. ges. Physiol. 1916 a. a. O. 

*) Man nimmt an, da8 den Albuminaten auch im Blute eine Druck- 
regulationswirkung zukommt. Literatur hierzu siehe in Abderhaldens 
Lehrbuch d. physiol. Chem. 3. Aufi., 8. 971/72. 
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freier Milchsiure notwendig zu sein. Das AlbuminateiweiS 
besitzt den Charakter einer Saéure und Base gleich- 
zeitig. Es lést sich sowohl in Bicarbonat als auch in Milch- 
siure und nimmt dadurch letzterem unter Salzbildung den 
sauren Charakter. Es ist médglich, daB diese Milchsaure- 
eiweiBverbindung in das Blut*) abgefiihrt werden kann. Diese 
Abfuhr wiirde das letzte Hilfsmittel des Muskels darstellen, um 
sich vor Ubersaéuerung zu schiitzen. Anzeichen fiir die 
Richtigkeit dieser Anschauung besitzen wir in dem 
Erscheinen von EiweiB im Urin bei tibermaBiger 
Muskelanstrengung und nach kalten Badern. Danach 
miiBte der EiweiBkérper des Urins die Eigenschaft des Albu- 
minateiweiBes aus dem Muskel besitzen und z. B. durch Essig- 
siure gefallt werden, um sich im Uberschu8 wieder aufzu- 
lésen usw. Soweit die Literatur’) hieriiber Aufschlu8 gibt, ist 
dies in der Tat der Fall. Nach L. Jehle*) ist die ortho- 
statische Albuminurie als ein Symptom eines statischen 
MiBverhiltnisses zwischen Wachstum und Korperkraft aufzu- 
fassen. Auch in diesem Falle ist die Annahme einer Muskel- 
iiberanstrengung, die zu erheblicher Saurebildung fiihrt, be- 
rechtigt. Bekanntlich sind Zirkulationsstérungen und Stauungen 
durch Saurebildung charakterisiert. In allen diesen Beispielen 
konnte es zur Ausfuhr des AlbuminateiweiBkérpers kommen, 
der als Fremdk6rper im Blute durch die Nieren beseitigt wird. 


Postmortale Wirmebildung. 


Der Beweis fiir einen Neutralisationsvorgang im Muskel 
lieB sich im Vorangegangenen mit ziemlicher Sicherheit in ver- 
schiedener Weise erbringen. Da jeder derartige Proze8 
exothermisch verliuft, muBte sich auch in diesem Falle, wenn 
meine Schliisse und Ausfiihrungen richtig waren, die zugehérige 


1) A. Pugliese, diese Zeitschr. 33, 16, 1911. Die experimenteilen 
Befunde des Autors waren unter diesen Gesichtspunkten nachzupriifen. 

*) Vgl. v. Noordens Handb. d. Pathologie in d. Stoffwechsel. 2. Aufl. 
1, 388, 1906. Dort auch Literaturangaben — L. Langstein, Berl. klin. 
Wochenschr. 1907, 98. 

5) L. Jehle, Ergebnisse der inneren Medizin und Kinderheilkunde 
12, 902, 1913. 
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Warmeproduktion nachweisen lassen. Diese Annahme bestatigt 
sich; wir stoBen hier auf eine altbekannte Tatsache, nur die 
Erklarung des ursachlichen Zusammenhanges laBt sich auf diese 
Weise genauer prazisieren. Bei der menschlichen Leiche hat 
man vielfach gleich nach dem Tode eine Warmebildung beob- 
achtet, besonders dann, wenn der Tod unter starken Muskel- 
krampfen, wie z. B. beim Tetanus, erfolgt war. Die Steigerung 
war in solchen Fallen, verursacht durch die groBen Mengen neu- 
tralisierter und verbrannter Milchséure, bedeutend, und Tempe- 
raturen bis zu 45,37° wurden festgestellt. Auch bei gewaltsam 
getéteten Hunden fand Heidenhain einen voriibergehenden 
Anstieg als eine konstante Erscheinung. Dagegen war nach 
chronisch und langsam verlaufenden, mit Kachexie einhergehen- 
den Erkrankungen eine solche postmortale Zunahme der Tem- 
peratur nicht wahrnehmbar, Dieser Befund stand im Wider- 
spruch zur Annahme, da8 man es hier mit einer Allgemein- 
erscheinung zu tun hat. 

Es ist das Verdienst Niederkorns'), diese Verhiltnisse 
dahin geklart zu haben, daB auch in solchen Fallen, wie z. B. 
nach Lungenschwindsucht eine 
maBige Warmebildung in der 
Leiche auftritt. Da sie jedoch 
gering ist, kann sie sich nicht 
in einer nachweisbaren Tem- 
peratursteigerung auBern, son- 
dern die anfallende Warme 
wird schon verbraucht, um 
den Warmeverlust der Leiche 
zu decken. Die Temperatur 
der Leiche bleibt in einem 





Fig. 3. 





Temperaturkurve nach dem 
Tode bei Typhus. (Temperatur 
im Diagramm links angegeben.) 
----- Temperaturkurve nach dem 
Tode bei Lungenschwindsucht, 

(Temperatur ist rechts an- 
gegeben.) 


solchen Falle eine gewisse Zeit 
hindurch unverandert, oder sie 
nimmt nur ganz schwach ab. 
Der Ubersichtlichkeit wegen 
gebe ich die von Niederkorn 
stammende graphische Darstel- 
lung des Temperaturverlaufes 


1) Zitiert nach Tigerstedt, Lehrb. d. Physiol. d. M. 1, 482. 
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nach dem Tode bei Typhus und Lungenschwindsucht in vor- 
stehender Fig.3 wieder: 

Die geringe Warmebildung bei Tuberkulose deckt sich mit 
meinen experimentellen Befunden’). Es lie8 sich in einem solchen 
Falle 10 Stunden nach dem Tode kein Glykogen im M. quadri- 
ceps nachweisen. Vermutlich war die Saéurebildung und Neu- 
tralisation auf ein Minimum reduziert, folglich kam es auck in 
der Zeitperiode von 9 bis 14 Stunden nach dem Tode zu keinen 
Starreerscheinungen. Die Quantitét der produzierten Warme 
ist demnach bis zu einem gewissen Grade ein MaBstab fiir die 
Intensitét der Starre. Die Warmemenge ist abhangig von der 
Quantitat der neutralisierten Milchséiure und la8t sich daraus 
berechnen*). Wurden z. B. beim Kaninchen vom Tode bis zum 
Eintritt der Starre 0,160 g Milchsdiure (Tafel VII) neutralisiert, 
so entspricht dies pro 100g Muskel einer momentanen Warme- 
bildung von 24,3 Cal. 

Bei einer spezifischen Warme des Muskels von 0,825 be- 
deutet dies einen Temperaturanstieg von 0,29 Centigraden, die 
sich nach MaBgabe des Verlaufs der Alkalescenz-Abnahmekurve 
auf den Zeitraum von 5 Stunden verteilen. Wahrscheinlich er- 
fahrt die postmortale Warmebildung durch anderweitige Prozesse 
noch eine Steigerung. 

SchlieBlich sei hier noch auf die Tatsache hingewiesen, dab 
im iiberlebenden Muskel, sowie beim Eintritt der Chloroform- 
und Warmestarre Milchsaiurebildung, Kohlenséureentbindung und 
Warmeproduktion bei Abschlu8 von Sauerstoff streng parallel 
gehen. Die calorimetrischen Messungen Hills*) bestatigen also 
meine Ausfiihrungen, wahrend die Versuche Peters‘) auf 
analoge Verhiltnisse beim arbeitenden Muskel hinzeigen. Wenn 
aber Hill die alleinige Ursache der Warmebildung in thermo- 
chemischen Vorgingen und speziell im Ubergang eines nicht 
der Kohlehydratreihe angehérigen Stoffes in Milchsaure sieht, 
so befindet er sich mit meinen Ergebnissen im Widerspruch. 
Nach Peters bildet ein bis zur Ermiidung gereizter Frosch- 


‘) Miinch. med. Wochenschr. 1915 a. a. O. 

*) Vgl. Arch. f. d. ges. Physiol. 1916 a. a. O. 

*) A. V. Hill, Journ. of Physiol. 44, 466, 1912; 46, 1, 1913. 
*) Peters, Journ. of Physiol. 47, 243, 1913/14. 








ie Tey ie arent a Pei BS a 

















128 L. Wacker: 


muskel pro 1 g Muskel 0,9 Cal. Der Neutralisation von 0,1 g 
Milchséure pro 100 g Muskel entsprechen nach meiner Berech- 
nung 15,1 Cal. Die berechnete Warmemenge bieibt demnach 
wesentlich hinter der experimentell gefundenen zuriick, denn 
es ist nicht anzunehmen, daB bei der Reizung des Frosch- 
muskels pro 100 g 0,6 g Milchsiure entstehen kénnen, sondern 
die durchschnittliche Saiuremenge betragt 0,216°/, mit einer 
Héchstausbeute von 0,28°/,"). Auf der Suche nach dieser 
Warmequelle denken Hill und Peters lediglich an die Neutra- 
lisation der Milchséure durch Bicarbonat und stoBen daher auf 
viel zu geringe Warmemengen. Dies andert sich natiirlich, 
wenn man sich der Tatsache bewuBt ist, daB die gesamte, beim 
normalen Kohlehydratabbau entstehende Milchsiure nicht nur 
durch Bicarbonat, sondern auch durch Dialkaliphosphat und 
Alkalialbuminat neutralisiert wird. Aber auch dann ist die 
experimentell festgestellte Warmeproduktion noch annahernd 
doppelt so groB als der Neutralisationswarme entspricht. Nehmen 
wir z. B. an, es seien im Froschmuskel bis zum Stadium der 
Ermiidung 0,25°/, Glykogen abgebaut worden, so entspricht 
dies bei einer theoretischen Milchséureausbeute von 109,7°/, 
0,274 g Milchsiiure. Diese Sauremenge wiirde eine Neutralisa- 
15,1 >< 0,274 

ie 

Beim Abbau des Glykogens zur Milchséure werden nach 
friiheren Berechnungen’*) pro 1 g Glykogen 174,5 Cal. frei, d. h. 
pro 0,25 g Milchséiure 43,62 Cal. Die Gesamtwirme wire also 
41,37 + 43,62 = 84,99 Cal. Diese Zahl kame der experimentell 
gefundenen (90 Cal.) naher, aber es bleibt dann noch die Frage 
zu beantworten, wie groB die Energiemenge ist, die in Arbeit 
umgesetzt wurde, und welchen Ursprungs sie ist. 


tionswarme von == 41,37 Cal. produzieren. 


SchluB. 


Die bei diesen Untersuchungen erhaltenen Resultate lassen 
sich am besten in Form der folgenden tabellarischen Ubersicht 
wiedergeben: 





1) s. Peters a.a. 0. S. 266. 
*} Miinch. med. Wochenschr. 1915 a. a. O. 
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Tabelle VII. 


Veranderungen im Kaninchenmuskel vor und nach dem Eintritt der 
Totenstarre. (Durchschnittszahlen.) 
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Glykogen-Abba 0,262 0,229 | 0,083 87,4 125 | 7,0:1 
Alkalescenzabnahme, 
ausgedriickt i.Milch- 
siure .... . .}|0,190; 0,160; 0,080 | 84,1 15,8 5,3:1 
Saurezunahme,ausge-| _ 
driickt in Milchsdiure | 0,183 0,158 | 0,025 86,3 13,6 63:1 
Albuminat - Abscheid- | 
ung im Muskel . .|0,67 0,60 | 0,07 89,5 10,4 86:1 





Tabelle VIII. 


Verinderungen im Hundemuskel vor u. nach dem Eintritt der Totenstarre. 
(Durchschnittszahlen. ) 
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Glykogen-Abbau . .|0,275| 0,166 0,109 | 60,3 | 39,6 15:1 


Alkalescenzabnahme, 
als Milchsaéure be- 
rechnet ... . .}0,211/ 0,175 | 0,036 82,9} 17,0 48:1 

Siurezunahme als 
Milchsaure berechn. | 0,227 | 0,172 0,055 75,7 24,2 3,1:1 

Abscheidung von Al- 
buminat-Eiwei8 im | 
Muskel . . . . .|1,065| 0,901| 0,164 | 846 15,4 54:1 


Zusammenfassend kénnen wir sagen: 





I, Mit Bezug auf die Totenstarre: 


1. Die nach dem Tode im Muskel stattfindenden 
chemischen Vorgange: Glykogenabbau, Saurebildung 
und Neutralisation der Siure verlaufen der Haupt- 


sache nach innerhalb 5 bis 6 Stunden nach dem Tode. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 9 
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2. Die Totenstarre tritt wahrend des Ablaufs 
dieser Prozesse ein und ist als eine Folgeerscheinung 
derselben aufzufassen. 

3. Bei der Neutralisation der Saéure wird Di- 
alkaliphosphat in Monophosphat iibergefihrt, aus Bi- 
carbonat wird Kohlensaure freigemacht und aus dem 
Alkalialbuminat ein EiweiBkérper abgeschieden. 

4. Als Ursache der Totenstarre kénnen die folgen- 
den physikalischen Erscheinungen angesehen werden: 

a) Eine Steigerung des osmotischen Druckes innerhalb der 
Muskelfasern als Folge der Zertriimmerung des groBen Kolloid- 
molekiils ,Glykogen“ in zahlreiche Molekiile der Kristalloid- 
substanz ,,Milchsiure“. 

b) Eine Drucksteigerung durch Entbindung von Kohlen- 
siuregas aus Bicarbonat. 

c) Abscheidung eines EiweiBkorpers bei der Zersetzung von 
Alkalialbuminat durch Saure. 

5. Die postmortale Warmebildung ist die not- 
wendige Folge des Neutralisationsvorganges, weil 
jede Neutralisation exothermisch verlauft. 


II. Beziiglich der physiologischen Vorginge im Muskel: 


1. Die Menge der im Muskel gebildeten Saure ist 
abhangig von der Alkalescenz. Beim Sauerwerden 
wird wahrscheinlich durch Selbststeuerung weitere 
Saurebildung verhindert und der Glykogenabbau ver- 
zogert. 

2. Das Auftreten freier Milchsdiure wird durch 
die Anwesenheit von Alkalibicarbonat, Dialkaliphos- 
phat und Alkalialbuminat (= Alkalescenz) unter Bil- 
dung von Alkalilactat verhindert. 

3. Das Endprodukt der Verbrennung der Kohle- 
hydrate im Organismus ist nicht Kohlensaure, son- 
dern Alkalibicarbonat, entstanden durch Oxydation 
des Alkalilactats. Kohlensiure entsteht erst durch 
Einwirkung von Milchsaure auf das Bicarbonat. 

4. Bei der Erholung wird die Alkalescenz des 
Muskels durch das Alkalibicarbonat des Blutes wieder 
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hergestellt; das Bicarbonat wird durch Verbrennung 
von Alkalilactat regeneriert. 

5. Die Alkalien des Muskels kénnen gleichzeitig 
als automatische Regulatoren des Kohlensiuredruckes 
funktionieren. 

5. Zur Druckregulation sind folgende zwei che- 
misch reversible Prozesse geeignet: 

a) K,HPO, + CO, -+ H,O = KH,PO, +- KHCO,. 

b) Alb*) Na+ CO, + H,O = Alb H -+- NaHCO,. 

7. Der bei Uberanstrengung des Muskels und bei 
orthostatischer Albuminurie im Harn ausgeschiedene 
EiweiBkorper besitzt ahnliche Eigenschaften wie die 
Albuminat — EiweiBkomponente des Muskels. 


1) Alb = EiweiBkomponente der Albuminate. 


g* 
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Chemischer Bau und pharmakologische Wirksamkeit 
in der Digitalisgruppe. 
Von 
Walther Straub. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 25. Marz 1916.) 
Mit 4 Figuren im Text. 


Die chemische Konstitution der Glykoside der Digitalis- 
reihe ist noch nicht aufgeklart, das in anderen pharmakologischen 
Gruppen so emsig beackerte Land der Beziehungen zwischen 
chemischer Konstitution und Wirksamkeit hier kaum erst er- 
schlossen. 

Digitalisglykoside sind Zuckerather; die fiir die einzelnen 
Glykoside spezifischen Zucker sind entsprechend ihrer einfacheren 
Zusammensetzung und der hohen Entwicklung der Zucker- 
chemie viel genauer bekannt wie die anderen Paarlinge dieser 
Ather, die sogen. Genine. Die spezifischen Zucker sind nun 
aber pharmakologisch ohne Interesse, da sie unwirksam sind; 
die Genine stellten bisher der Konstitutionsermittlung die aller- 
gréBten Schwierigkeiten entgegen. Soweit sie rein dargestellt 
wurden, schien die Priifung am Tier ihre Unwirksamkeit zu 
ergeben, so daB im allgemeinen die Meinung besteht, die Digi- 
talissubstanzen sind wirksame Additionsprodukte zweier unwirk- 
samer Paarlinge. 

Allerdings ist dieses Dogma seit nicht so kurzer Zeit schon 
ins Wanken geraten, erstmals als Hedbom unter Boehm’) 
die Wirksamkeit des Genins von Antiarin und Gréber?) die- 
jenige des Strophanthin-Genins des Strophanthidins unzweifel- 
haft feststellten. 


1) pe f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 45, 242, 1901. 
*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 72, 395, 1913. 
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Der Nachweis der Wirksamkeit des Strophanthidins hat 
nun in neuester Zeit in hohem MaBe an Bedeutung zugenommen, 
da es Windaus’) und seinem Schiller Hermanns gelungen 
ist, die Identitét des Cymangenins mit Strophanthidin nach- 
zuweisen und einige Konstitutionsinderungen der Seitenkette 
des Strophanthidinmolekiils festzulegen. 

Die vorliegende Untersuchung befaBt sich erstens mit der 
kritischen Priifung der Wirksamkeit der Genine und zweitens 
speziell mit der Beeinflussung der Wirksamkeit durch die von 
Windaus und Hermanns durchgefiihrten chemischen Ande- 
rungen am Strophanthidinmolekiil. Die zur Untersuchung be- 
nutzten Reinsubstanzen wurden mir teils von Prof. Kiliani, 
teils von Prof. Windaus freundlichst zur Verfiigung gestellt. 

Als Zeichen der Wirksamkeit wurde ausschlieBlich die be- 
kannte Wirkung auf den Ventrikel des Froschherzens benutzt; 
sie ist in ihrem Maximum als tonischer (systolischer) Stillstand 
an intaktem Frosch scharf festzustellen und in allen Graden 
ihrer Entwicklung am ausgeschnittenen Herzen unter graphischer 
Registrierung leicht zu verfolgen. Die zur Herbeifiihrung gleicher 
Wirkungsintensititen nétigen Mengen der Substanzen stehen 
zum Vergleich. Zur Ermittlung der Wirksamkeit am ganzen 
Tier wurde keine der Zeitmethoden benutzt, sondern die von 
Houghton®*) zur Wertbestimmung von Digitalispraparaten aus- 
gearbeitete Methode der iiberhaupt tédlichen kleinsten Dosen. 
Dabei wurden die gewogenen Tiere serienweise mit steigenden 
Mengen der Substanzen vom Lymphsack aus vergiftet und als 
Titerwert das Mittel aus der eben noch wirksamen und eben 
nicht mehr wirksamen Menge der Substanz pro Gramm Frosch 
festgestellt. In diesem Sinne ist z. B. die absolut tédliche 
Minimaldosis fiir K-Strophanthin und miannliche Temporarien, 
die allein verwendet wurden, vom Oktober bis Mai scharf 
= 0,00000075 g pro Gramm Frosch. 

In besonderen, anderweitig zu veréffentlichenden Untersuchungen 
habe ich ermittelt, daB diese Werte der zeitlosen Methode der Messung 


sehr scharf sind. Aus Vergiftungsintensitéten, die nur wenig unterhalb 
des Grenzwertes sind, erholen sich die Tiere von selbst wieder, aus Grenz- 


’) A. Windaus u. L. Hermanns: Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 48, 
979 u. 991, 1915. 
*) Journ. Americ. med. Assoc. 1898. 
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wertdosen nicht mehr. Es ist zu bedenken, da8 mit Erreichung des 
maximalen tonischen Zustandes der Kreislauf aufhért und damit die 
aiuBere Moglichkeit der Erholung fortfallt. Prinzipiell ist die Erholbar- 
keit noch vorhanden, denn schneidet man das Herz aus und bringt es 
an eine Durchspiilungsvorrichtung, so kann man es wieder zum Schlagen 
bringen, wenn auch ein Rest von Digitaliswirkung auf diesem Wege nicht 
zu entfernen ist. Die sonst viel benutzte Einstundenmethode von Lyons 
und Famulener’), bei der die Menge der in genau 60 Minuten téd- 
lichen Dosis als Norm gewihlt ist, gibt natiirlich héhere Werte und zwar 
durchschnittlich um 25°/,. Diese Einstunden-Zeitmethode ist also schon 
fast eine zeitlose Methode. Je kiirzer die Wirkungszeiten gewahlt werden, 
desto héher und unzuverlissiger, mit Subjektivem verunreinigt fallen die 
Normen aus. Die an den ausgeschnittenen Herzen gewonnenen Zahlen 
sind im Gegensatz zu den vorigen relative, d.h. Konzentrationen. Sie 
sind im allgemeinen unscharfer als diese, und um so unscharfer, je ge- 
ringer die verglichenen Wirkungsintensitéten. Deshalb wurde das aus- 
geschnittene Herz nur gewahlt, wenn die Messung am ganzen Tier aus 
besonderen Griinden unméglich war. Diese Messungen haben denn auch 
mehr prinzipielle wie ziffernmaBige Bedeutung. 

Die auBere Schwierigkeit der Untersuchung liegt in der 
geringen Wasserloslichkeit der meisten der untersuchten Sub- 
stanzen. Diese sind alle gut in Alkohol und mehr oder weniger 
schlecht in Wasser léslich. In den meisten Fallen sind die 
gesattigten rein-waBrigen Lésungen noch viel zu verdiinnt, um 
in der maximalen Fliissigkeitsmenge von 0,5 ccm, die man dem 
Tier injizieren kann, eine wirksame Dosis unterzubringen. Dann 
muBten verdiinnt-alkoholische Lésungen verwendet werden. Da 
mit zunehmendem Wasserzusatz die gelésten Substanzen zum 
Teil ausfallen, bis bei sehr hohen und deshalb praktisch un- 
brauchbaren Verdiinnungsgraden die reine Wasserléslichkeit ein- 
tritt, muBten die jeweils stabilen Loésungen erst ausprobiert 
werden. Ich werde auf diese Einzelheiten nicht weiter ein- 
gehen, die verwandten verdiinnt-alkoholischen Lésungen waren 
stabil. Der so mitinjizierte Alkohol macht natiirlich seine 
eigenen Wirkungen, man kann sie aber scharf von der Digitalis- 
wirkung trennen, da die Alkoholwirkung fliichtig (reversibel), 
die maximale Digitaliswirkung aber irreversibel ist. Ubrigens 
lieB sich fast in allen Fallen mit einer schwachen Alkohol- 
wirkung auskommen. Die Lésungen wurden so hergestellt, 
daB eine rein alkoholische Lésung der Substanz mit Wasser 
auf den eben stabilen Verdiinnungsgrad gebracht wurde. 


1) Proc. Americ. Pharmaceut. Assoc. 1901. 
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Glykosid und Genin. 

Die Lésungen der von mir verwandten Substanzen wurden 
stets vor dem Versuch frisch hergestellt und nicht erwarmt, 
eine iibrigens entbehrliche Sorgfalt. 

1. Digitoxin und Digitoxigenin. Das Digitoxin be- 
steht nach Kiliani aus dem Digitoxigenin und zwei Molekiilen 
des Zuckers Digitoxose (C,,H,,0,-+-2C,H,,0,). Verwendet 
wurde das Digitoxin Merck und das krystallisierte Digitoxigenin 
von Kiliani. 

Die tédliche Minimaldosis fiir Digitoxin wurde in den 
Jahren 1914 bis 1916 in den Wintermonaten an mannlichen 
Temporarien scharf zu 0,0000036 g pro Gramm Frosch bestimmt. 

Die Wirkung des Genins ist kompliziert. 0,000004 g pro 
Gramm Frogch bewirken eine unter Schreikrampfen eintretende 
Laihmung, die nach mehreren Stunden wieder zum Normal- 
zustand fiihrt. Hier besteht also sicher nicht die tédliche 
Digitalisherzwirkung. Von 0,000005 g aufwarts sterben die 
Tiere im Laéhmungszustand; hier kann eine gleichzeitig be- 
stehende Herzwirkung durch die Lihmungserscheinungen iiber- 
deckt sein. Offmet man ein mit 0,00001 getétetes Tier, so 
findet man das Herz stillstehend, den Ventrikel meist in starker 
Annaherung an den tonischen Stillstand wie bei reiner Digitalis- 
wirkung. Unter 0,00001 g ist der Stillstand rein diastolisch im 
Momente der Offnung des Thorax; durch mechanische Beriih- 
rung — aber auch ohne diese, dann aber in langerer Zeit —- 
schrumpft: er unter Tonusentwicklung, und ohne zu schlagen, 
zum maximalen tonischen Stillstand zusammen. Schneidet man 
so ein Herz aus und bringt es an eine Straubsche Kaniile mit 
1,0 com Ringer-Lésung, so ist es nicht mehr zum Schlagen zu 
bringen, es ist also nicht erstickt (Narkose), sondern befindet 
sich in einem Zustande echter Digitalisvergiftung von tédlicher 
Intensitét. Durch mehrmaliges Waschen ist dieser Zustand bei 
0,00001 g Digitoxigenin nicht mehr zu beheben, bei Vergiftung 
mit 0,000005 g kann aber noch ein Rhythmus erreicht werden, 
wenn auch gegen den Normalrhythmus verlangsamt. Als sicher 
herztédliche Dosis Digitoxigenin kann 

0,000006 g pro Gramm Temporaria 
gelten; da die Wirksamkeit des ganzen Glykosids Digitoxin 
0,0000036 g pro Gramm Frosch ist, 
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Fig. 1. 


Oben. Digitoxin 4/5999. XX Waschversuche ohne Erfolg. 
Unten. Digitoxigenin */.559, mit 1°/, Alkohol. 


hat das Genin rund die halbe Wirksamkeit des ganzen Glykosids. 

Die prinzipielle Frage: ,Wirkt das Digitoxigenin am 
Herzen rein digitalisartig?“ ist einfach am ausgeschnittenen 
Organ) zu beantworten. Fig. 1 ist die Wirkung von 1 ccm 
Digitoxigeninlésung */,, 599, sie zeigt typische Tonuswirkung und 
Halbrhythmus (keine Spontanerholung). Die gleiche Konzen- 
tration Digitoxin wirkt tibermaximal, die Maximumgrenze wird 


4 peste : pit Ih 
etwa von der Konzentration */, 4999 erreicht. Digitoxigenin 


hat ohne Aufhebung des Rhythmus eine noch merk- 


“7 
100000 
1) Die Versuche am ausgeschnittenen Herzen wurden aus auBeren 
Griinden an Esculentenherzen angestellt, die an sich weniger digitalis- 
empfindlich sind wie die der Temporaria. Die Werte am isolierten 
Herzen und am ganzen Tier sind also hier nicht vergleichbar. 








Chem. Bau u. pharmak. Wirksamkeit in der Digitalisgruppe. 137 


liche Tonuswirkung; von gleicher Wirksamkeit ist das Digitoxin 
noch in der Konzentration */5o6 99: 

Das Digitoxigenin hat am ganzen Tier eine doppelte 
Wirkung, die typische bestandige Herzwirkung und die fliichtige 
Nervenwirkung (Reizung des Mittelhirns mit folgender Lahmung 
des ganzen Zentralnervensystems). Es ware eine ansprechende 
Hypothese, anzunehmen, daB die geringere Toxizitét der Sub- 
stanz fiir das Herz von der Verteilung an zwei Abnehmer, Herz 
und Zentralnervensystem, bedingt ist. Die Versuche am aus- 
geschnittenen Herzen, die ebenfalls eine geringere Wirksamkeit 
des Genins ergaben, sprechen aber nicht fiir diese einfachste 
Erklarung. 

Hinsichtlich der Beziehung zwischen Wirkung und Bau er- 
gibt sich, daB die prinzipielle Herzwirksamkeit des ganzen 
Molekiils im Genin liegt, daB aber die Herzspezifitat erst durch 
den Eintritt des Zuckermolekiils entsteht. 

Anm.: Das Digitoxigenin ist schon friiher von Boehm‘) gepriift 
worden, der die Krampfwirkung der Substanz besonders hervorhebt. 
Schmiedeberg®) will aus Digitoxin eine nicht definierte harzige Sub- 
stanz ,Toxiresin* von pikrotoxinartiger Wirkung*) erhalten haben; es 
ist klar, daB der wirksame Anteil dieses Harzes das Digitoxigenin war. 

2. Digitalinum verum und Digitaligenin. Das kry- 
stallisierte Digitaligenin Kiliani ist so schlecht in Wasser 
léslich, daB der Titer der Substanz am ganzen Tier nicht zu 
stellen ist. Immerhin l4Bt sich aber zeigen, daB ein mit 
Digitaligenin behandeltes Tier an einer Dosis Digitoxin oder 
Strophanthin zugrunde geht, die merklich kleiner ist, als dem 
Titer der Supplementglykoside entspricht. Da (nach noch nicht 
veroffentlichten Untersuchungen) die Teildosen verschiedener 
Glykoside sich rein additiv verhalten, also 0,5 Dos. let. min. 
Digitoxin +- 0,5 Dos. let. +- Strophanthin die Vollwirkung haben, 
14Bt sich nachweisen, daB vom Digitaligenin wirksame Mengen 
resorbiert worden sind, dieses also prinzipiell wirksam ist 
(Supplementmethode). 

Auch am ausgeschnittenen Herzen lassen sich vergleich- 
bare Zahlen fiir die Substanz nicht gewinnen. Die Lésung 


1/ 


|,00000 18t in 1°/, Alkohol stabil, sie hat eine sichere Tonus- 





1) Kurz mitgeteilt bei Kiliani, Arch. d. Pharmaz. 251, 587, 1913. 
*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 3, 37, 1875. 
5) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 4, 191, 1875. 
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wirkung, wenn es auch nicht zum tonischen Stillstand kommt, 
die Alkoholkonzentration ist. an sich noch unwirksam. Stirkere 
Geninkonzentrationen lassen sich bei 1°/, Alkohol nicht herstellen, 
und eine Vermehrung des Alkohols ist unzulissig wegen seiner 
eigenen Wirksamkeit. Immerhin ist aber sicher, da8 das 
Digitaligenin typisch wirksam ist. Die Digitalinum verum- 
Wirkung am ausgeschnittenen Herzen ist viel stirker, 7) 49 999 
hat hier eine sehr deutliche Tonuswirkung, so daB das Genin 
als jedenfalls wesentlich weniger wirksam gelten muB als das 
Glykosid, abgesehen von der formalen Wirkungsbehinderung 
durch die Wasserunléslichkeit. 

Diesen beiden Glykosiden aus Digitalis purpurea sind an- 
zureihen die Digitaliodsubstanzen Cymarin und Strophanthin. 

3. Cymarin und Cymarigenin. Das Cymarin ist nach 
Windaus und Hermanns der Ather des Cymarigenins C,,H,,0, 
mit der Cymarose C,H,,0,, einem Zucker, der von den Autoren 
als der Methylather der Digitoxose angesehen wird. 

Der Wirkungswert des Cymarins wurde mehrmals zu 
0,0000008 g pro Gramm miannliche Temporaria bestimmt. 

Das krystallisierte Genin ist in verdiinntem Alkohol aus- 
reichend léslich, bei der Konzentration */,,59) tritt erst in 1°/, 
Alkohol eine opalescente Triibung auf. 

Die Wirksamkeit fiir mannlicheTemporarien ist 0,000002 5 g 
pro Gramm Frosch, also zweieinhalbmal geringer als die des 
ganzen Glykosigs. Auch hier herrscht die Besonderheit wie 
beim Digitoxigenin, daB die Ventrikel bei der tédlichen Grenz- 
dosis nicht maximal tonisch stillstehen; bei der Erdffnung findet 
man einen halb-diastolischen Zustand, der bei Luftzutritt von 
selbst in den maximal-tonischen iibergeht. 

Anm.: Nach Rhode’) ist die Entwicklung des tonischen Still- 
stands ein Vorgang, der mit starkem Sauerstoffverbrauch verlaiuft (wie 
die Totenstarre). Da schon vor dem Herztod die Atmung stillsteht, 
ist die Arterialisierung des Blutes der vergifteten Tiere eine geringe; 
diese Erstickung scheint offenbar die volle Entwicklung des Tonus 
zu hemmen. Damit kénnten diese ,diastolischen“ Wirkungen eine Er- 
klarung finden. 

An ausgeschnittenen Herzen entwickelt Cymarigenin in der 
Konzentration */,599) eben noch die volle irreversible Tonus- 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 69, 200, 1912. 
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Fig. 2. 


Wirkung von Cymarigenin. Oben. 4/909) mit 1°/, Alkohol. 
Unten. */so9999 mit 0,1°/, Alkohol. 


wirkung, die auch bei */,.599, moch ausgesprochen ist. Das 
ganze Glykosidmolekiil ist aber viel wirksamer, denn noch 
*!,000000 18t maximal tonisch wirksam und noch */, 6999 VOD 
unzweifelhafter Wirksamkeit. * 

Am ganzen Tier bei Injektion in den Lymphsack sind bei 
Cymarigenin Nebenwirkungen nach Art der beim Digitoxigenin 
beobachteten sicher nicht vorhanden. 

Es gilt also hier wie beim Digitoxin der Satz, daB die 
Wirksamkeit des Genins durch die Veraitherung mit Zucker 
zwar aufs Mehrfache gesteigert, aber nicht erst geschaffen wird. 

4. Kombé-Strophanthin und sein Genin Strophan- 
thidin. Die Wirksamkeit des k-Strophanthidins ist schon be- 
kannt und neuerdings von Grober (Il. c. Literatur!) eingehend 
studiert worden. Meine Angaben bringen also in diesem Punkte 
nichts prinzipiell Neues. Verwendet wurde k-Strophanthidin, 
das von Prof. Windaus aus dem Strophanthin Bohringer dar- 


gestellt worden ist. 
Der Wert fiir k-Strophanthin in den Wintermonaten der 
letzten Jahre ist wiederholt mit 0,00000075 g pro Gramm Tempo- 
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raria bestimmt worden, der des Strophanthidins unter gleichen 
Bedingungen zu 0,0000025 g pro Gramm Frosch. Der Wert ist 
scharf zu erreichen, da das Genin geniigend wasserléslich ist. 

Die Werte am ausgeschnittenen Herzen sind gleich den 
Cymarinwerten. 

Nach Windaus und Hermanns sind k-Strophanthidin 
und Cymarigenin identisch, in den ganzen Glykosiden sind nur 
die Zuckerpaarlinge verschieden. Da die Titerwerte fiir die 
ganzen Glykoside ebenfalls iibereinstimmen, scheint die Ver- 
schiedenheit der Zucker fiir die Herzwirkung ohne Bedeutung 
zu sein, immerhin ware es aber denkbar, da8 sie an den Neben- 
wirkungen sich bemerkbar macht, die ja nach Behauptungen 
der Praxis bei Cymarin eigenartig zu sein scheinen. 

Die Tabelle stellt die fiir die vier Glykoside gewonnenen 
Wirksamkeitswerte ‘bei Subcutaninjektion fiir Temporarien zu- 
sammen. 


Tabelle I. 
Wirksamkeits- 
verhiltnis 
Digitoxin. . . . 0,0000036  Digitoxigenin . 0,000006 2:1 
Digitalin . ... — Digitaligenin . . — — 
k-Strophanthin . 0,00000075 Strophanthidin . 0,0000025 8:1 
Cymarin . , . .0,0000008 Cymarigenin . . 0,0000025 8:1 


Es ist bemerkenswert, daB die Wirksamkeitszunahme durch 
die Zuckeranlagerung fir alle untersuchten Glykoside etwa die 
gleiche ist, obwohl diese unter sich verschiedenwertig sind, wie 
z. B. das Digitoxin nur ein Sechstel der Wirksamkeit des Stro- 
phanthins besitzt. 


Konstitution und Wirksamkeit. 
Windaus und Hermanns haben bisher folgenden Bau 
des Cymarins ermittelt 
2 CH 
(C,,H,,0,) --C: O == Cymarin. 
%o 
Es ist also eine Lactongruppe vorhanden und in einem 
alkoholischen Hydroxyl (als Seitenkette) dessen H durch den 
Zucker die Cymarose, eine Methyldigitoxose, vertreten. Durch 
Salzsturebehandlung wird der Zucker abgespalten, es bleibt 
Cymarigenin (== Strophanthidin) 
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jou 
(C,,H,,0,)—-C:O ==Cymarigenin. 
“Oo 


Wird hingegen das Cymarin mit Kalilauge behandelt, so 
bleibt die Cymarose im Molekiil, nur die Lactonbindung wird 
gesprengt, es entsteht das Alkalisalz der glykosidischen Oxy- 
siure (Cymarinsaure) 

Van 
(C,,H,,0,) —C: 0 == Cymarinsaure. 
s 
oHOH 


Aus dieser entsteht durch Salzsiurespaltung unter Cymarose- 
austritt ein neues Lacton 


(C,,H,,9,) _ ( :QO = Isocymarigenin 
‘OH (Strophanthidinsaurelacton), 

das dem Cymarigenin isomer, aber konstitutionsverschieden ist. 
Zu dem gleichen Kérper gelangt man auch vom Cymari- 
genin aus. 

Das Isocymarigenin ist auch als Strophanthidinsaurelacton 
vom k-Strophanthin aus zu erhalten. 

Diese Substanzen habe ich untersucht. Uber Cymarin und 
Cymarigenin ist im vorigen Abschnitt berichtet. 

Cymarinsaure. Die reine Saure ist in Alkohol gut und 
in Wasser schlecht léslich, die fir Wertbestimmung geniigend 
alkoholverdiinnten Lésungen enthalten zu wenig Cymarinsaure, 
so daB aus diesen Versuchen nur auf eine sehr geringe Wirk- 
samkeit geschlossen werden konnte. Hingegen lassen sich durch 
Auflésen in wenig Sodalésung konzentrierte reinwaBrige Losungen 
des Natronsalzes herstellen, an denen die Wirksamkeitsbestimmung 
gelang. 

Es betragt die Toxicitaét 0,00042 g pro Gramm Temporaria. 
Die Wirkung ist eine reine Digitaliswirkung mit Tonusstillstand, 
wie besonders am ausgeschnittenen Herzen ermittelt wurde 
(Fig. 3). Auch hier ist die Wirksamkeit eine recht geringe, 
denn erst die Konzentration */,,, ist maximal wirksam. 

Isocymarigenin, das verwandte Praparat, stammte nicht 
vom Cymarin, sondern war das dem obigen identische Strophan- 
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Fig. 3. 
Cymarinsaures Natron */,,,.. Wirkung durch Waschen noch zu beheben. 


thidinsiurelacton. Trotzdem sich die Substanz in waBrigem 
Alkohol geniigend lésen: 14B8t, konnte am ganzen Tier die Toxi- 
citét nicht ermittelt werden. Auch am ausgeschnittenen Herzen 
zeigten Lésungen */,,99) nur eine zweifelhafte Andeutung von 
Tonuswirkung, wie sie von Cymarin etwa in der Verdiinnung 
*!so00000 @rreicht wird. Dieses Isomere des Cymarigenins ist 
also fast ganz unwirksam. 

Demnach ergaben sich fiir die ganze Reihe folgende Werte: 


Cymarin . . . 0,0000008 g pro Gramm Frosch 
Cymarigenin . . 0,0000025» » “ “ 
Cymarinsaure .0,00042 » » ” ” 


Isocymarigenin . unmeBbar. 

Es sind also Konstitutionsinderungen an den Seitenketten 
von duBerst einschneidender Bedeutung fiir die Wirksamkeit, 
so daB die noch glykosidische Cymarinséure 500 mal weniger 
wirksam ist als ihr Lacton’), das Cymarin. Noch einschneidender 
ist die Verwandlung des Zymarigenins in das Isocymarigenin 
mit einer fast totalen Wirksamkeitsaufhebung. 


Andere Substanzen aus Cymarin. 


Anhydrocymarigenin C,,H,,0,, das nach Windaus (Privat- 
mitteilung) dem Digitoxigenin nahe zu stehen scheint, ist wegen 


1) In diesem Zusammenhange sei an die Beobachtung von Win- 
daus (Dissert. Freiburg 1899) erinnert, daB das wahrscheinliche Lacton 
Digitalein beim Ubergang in die Saure unwirksam wird. 
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zu geringer Wasserloslichkeit am ganzen Tier nicht zu messen. 
Am ausgeschnittenen Herzen hat die Lésung */,,o,, eine deut- 
liche Wirkung, wenn auch schwacher wie Digitoxigenin gleicher 
Konzentration. 

Besonderes Interesse verdienen die Benzoate des Cymari- 
genins bzw. Strophanthidins. Diese Substanzen sind Aufbau- 
produkte des Cymarigenins und enthalten an Stelle des Zuckers 
einen Benzoesaurerest, sie sind also im Gegensatz zu den 
Stammglykosiden (Zuckerathern) Genin- Ester. 

Dieser Benzoeséure-Ester ist weniger leicht in verdiinntem 
Alkohol léslich wie das Genin, die verlangten Losungen lieBen 
sich aber noch herstellen. Seine Wirksamkeit am ganzen Tier ist: 

0,000025 g pro Gramm Temporaria, 
gegen 0,0000025» » ” ” bei Cymarigenin 
und 0,0000008 »  » ” ” » Cymarin. 





Fig. 4. 


Wirkung des Benzoesiureesters des Cymarigenin. Waschversuche 
vergeblich, Oben. 4/55 999. 
Unten. 7) so9000° 
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Am ausgeschnittenen Herzen liegt die Grenze der maximalen 
Wirksamkeit bei der Konzentration */55 599, aber auch */,o9 999 
hat noch deutliche Tonuswirkung (Fig. 4). 

Die Veresterung mit Benzoesiure hat also doch ein ganz 
anders zu bewertendes Molekiil geschaffen, das dem zugehérigen 
glykosidischen Ather 30fach nachsteht, dem Genin dreifach. 
Da der Ester weniger wirksam ist wie das Genin, fallt auch 
die Annahme weg, daB er im ganzen Tier nach MaBgabe seiner 
Verseifung wirke. 

Im ganzen kann man nach den gemachten Messungen sagen, 
daB die Lactongruppe von wesentlicher Bedeutung ist fiir die 
Wirksamkeit des Cymarins, obwohl keins der anderen Produkte 
ganz unwirksam ist. Bei der Substitution am H-Atom des 
Hydroxyls kommt es wesentlich auf die Natur der Substituenten 
an, das Optimum liegt bisher bei den von der Pflanze gebauten 
Zuckerathern. Hier wirden weitere Syntheseversuche einsetzen 
miissen, Ich begniige mich mit der Feststellung dieser Tat- 
sachen. Spekulationen iiber unmittelbare Beziehungen zwischen 
Konstitution und Wirkung und Natur der Verbindung von Gift 
und lebendem Organ sind wie immer miibig. 
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II. 
Weitere Untersuchungen an Fibrinogenlésungen. Das Thrombin 
und seine Bestandteile. 


Von 
E. Herzfeld und R. Klinger. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der medizinischen Universitatsklinik 
und aus dem Hygiene-Institut der Universitat Ziirich.) 


(Hingegangen am 27. Marz 1916.) 


In unserer vorhergehenden Mitteilung wurde gezeigt, daB 
fiir die Fallung von Fibrinogenlésungen die Wegnahme resp. 
Umwandlung von gewissen, die kolloidale Lésung des Fibrins 
vermittelnden Abbauprodukten entscheidend ist. Im folgenden 
sollen weitere Tatsachen, die fiir die Richtigkeit dieser Be- 
hauptung sprechen, erbracht und die der Fallung (mit und 
ohne Thrombin) zugrunde liegenden Vorginge eingehender ana- 
lysiert werden. 

Wir wollen uns zunichst die Frage vorlegen: In welcher 
Form die Abbauprodukte bei der Lésung resp. Fillung des 
Fibrins in Aktion treten. Es ist eine bekannte Tatsache, daB 
zur Auflésung von Eiwei® ein gewisser Salzgehalt des Losungs- 
mittels erforderlich ist; dies legt die Vermutung nahe, daB die 
Abbauprodukte nicht in Form von freien Polypeptiden, Amino- 
sauren usw., sondern als Verbindungen derselben mit Salzen, 
wahrscheinlich als Neutralsalzverbindungen nach Pfeiffer’) 
fiir die Léslichkeit in Betracht kommen. Es ist auffallend, 
daB NaCl in den meisten Fallen als EiweiSlésungsmittel funk- 
tioniert und nur gesittigte Kochsalzlésung (u. z. auch nicht 


) Pfeiffer u. v. Modelski: H. 81, 8. 331, 1912; H.85, S.1, 1913. 


— Pfeiffer u. Wittka: Ber. Jg. 48, H.12, 8.1289, 1915. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 10 
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immer) durch Wasserentziehung fallend wirkt. Aus den bis- 
herigen diese Frage betreffenden Untersuchungen scheint her- 
vorzugehen, da8 durch Anlagerung des NaCl an die NH,- 
Gruppe der Aminoséuren eine leichtere Léslichkeit der be- 
treffenden Verbindung bedingt wird. 

So kann man z. B. 0,1 g Tyrosin in 50 ccm kochendem destillierten 
Wasser auflésen, aus welcher Liésung es sich nach dem Erkalten in Form 
von seidenglianzenden Nadeln abscheidet. Lost man dagegen die gleiche 
Menge Tyrosin in 50 ccm physiologischer Kochsalzlésung auf, so erfolgt 
eine raschere Auflésung, ohne daB8 sich bei Erkalten auf Zimmertempe- 
ratur etwas abscheiden wiirde. Es ist anzunehmen, daB sich hierbei 
eine NaCl-Salzverbindung bildet, die gréBere Wasserléslichkeit aufweist. 
Ahnliche Neutralsalzbildungen diirften auch bei den iibrigen EiweiB- 
abbauprodukten vorkommen. 

Nach dem soeben Ausgefiihrten kénnen wir uns die bei 
der Darstellung von Fibrinogenlésungen ablaufenden Vorgange 
wie folgt vorstellen: Durch partielles Aussalzen (Wasserentziehung) 
erhalt man eine schleimige Masse von Fibrinogen, die nur 
noch einen Teil der im Serum vorhandenen Abbauprodukte 
adsorbiert enthalt (der gréBte Teil derselben ist bei der Salz- 
fallung in der Lésung zuriickgeblieben). Dieser Fibrinogen- 
niederschlag lést sich in reinem Wasser nur ganz wenig auf 
(entsprechend dem noch anhaftenden NaCl des Fallungsmittels), 
dagegen gut in einer 0,5- bis 2°/,igen NaCl-Lésung. Die Not- 
wendigkeit des NaCl weist unserer Ansicht nach darauf hin, 
daB die noch vorhandenen Abbauprodukte erst dann die kol- 
loidale Verteilung der EiweiBmasse bewirken kénnen, wenn sie 
in die Form von NaCl-Salzverbindungen iibergefiihrt und so 
vom EiweiB adsorbiert sind. Sobald der Salzzusatz diese Um- 
wandlung erméglicht, hellen sich die Rander der Fibrinogen- 
klumpen immer mehr auf, das Eiwei8 lést sich unter Schlieren- 
bildung ab und zerteilt sich in nicht mehr sichtbare Teilchen. 
Die erhaltene Fibrinogenlésung besteht somit aus kol- 
loidalem Fibrinogen nebst NaCl-Salzverbindungen seiner 
Abbauprodukte; die letzteren finden sich in einer Menge, 
die zur Lésung geniigt. Wird die Salzkonzentration durch 
Zusatz von Wasser stairker herabgesetzt, so kommt es zuerst 
zu einer opalescenten Triibung der Lésung, die dann nach 
kiirzerer oder laingerer Zeit zu einer flockigen Ausscheidung 
von Fibrinogen fiihrt, das sich am Boden des Réhrchens absetzt 
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Vermutlich sind die NaCl-Salzverbindungen in zu stark ver- 
diinnter Lésung nicht mehr haltbar, sondern zerfallen in ihre 
beiden Bestandteile, wodurch die kolloidale Verteilung des 
Fibrinogens nicht mehr méglich ist (hinzu kommt noch der Um- 
stand, daB die Abbauprodukte auf diese Weise vom kolloidalen 
Fibrin gewissermaBen ausgelaugt werden). Ahnlich sind die 
Vorgange bei der Dialyse einer Fibrinogenlésung gegen Wasser. 
Die fallende Wirkung einer Herabsetzung der Salzkonzentration 
ist auch bei manchen anderen EiweiBlésungen (Globuline anderer 
Art) erkennbar; so wird bekanntlich Serum durch starkere Ver- 
diinnung mit Wasser meist deutlich opalescent. 

Fiir die uns beschaftigenden Vorginge ist es nun nicht 
gleichgiiltig, welche Art von Salzen bei der Lésung von Fibrinogen 
zugegen ist. Es ist z. B. bekannt, daB man bei der Herstellung 
von EiweiBlosungen kalkfreies NaCl benutzen muB, da sonst 
unvollstandige Lésung oder eine allmahliche Triibung der Lésung 
eintritt. Wegen der bedeutsamen Rolle der Calciumsalze bei 
der Gerinnung war es fiir uns von Interesse, das Verhalten 
derjenigen Eiwei®kérper, welche die Eigenschaft der Gerinn- 
barkeit aufweisen, gegeniiber Kalksalzen naher zu untersuchen. 
Hierher gehéren neben Fibrinogen noch Casein und Myosin, die 
unter geeigneten Bedingungen gerinnen, d. h. mit Einschlu8 
des Wassers erstarren. Es ergab sich, daB alle diese EiweiB- 
kérper aus Lésungen durch CaCl, ausgefallt werden kénnen. 

Als Beispiele seien folgende Versuche erwahnt: 

a) 5 g gut gereinigtes Casein -+- 0,5 g Natriumbicarbonat werden in 
100 g Wasser gebracht, worin sich das Casein nach 15 bis 30 Min. langem 
Stehen im Brutschrank glatt auflést. Setzt man zu 5 com dieser Lésung 
1 com einer 5°/,igen CaCl,-Lésung hinzu, so gerinnt sofort das ganze 
Casein als eine dick-klebrige Masse. Wir méchten ganz besonders her- 
vorheber, daB diese Gerinnung bei Bicarbonat-Alkalescenz vor 
sich geht und daB diese alkalische Reaktion auch nach der 
Koagulation noch nachweisbar ist. Wir haben somit das Bei- 
spiel eines Eiwei8kérpers, der (aéhnlich wie die Fibringerinnung im 
Blute) bei schwach alkalischer Reaktion auszufallen vermag. 

b) Fibrinogenlésungen (in Kochsalz) werden durch Kalksalze 
je nach ihrer Beschaffenheit (s. unten) bald schneller (2 bis 4 Std.) und 
unter typischer Gerinnung, bald nur sehr langsam und dann meist flockig 
ausgefallt. 

c) Myosin, das auf Zusatz von verdiinnter Séure oder anderen 
EjweiBfallungsmitteln sofort typisch gerinnt, gibt mit CaCl, nach einiger 
Zeit nur eine flockige Fallung. 
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Wir sehen somit, daB wir bei diesen drei zur Gruppe der 
Globuline gehérenden EiweiB8kérpern durch bloBen CaCl,-Zusatz 
wenn auch nicht immer Gerinnungen, so doch stets Fal- 
lungen erzeugen kénnen. Nach dem oben fiir die Lésung der 
EiweiBk6rper Gesagten ist anzunehmen, daB nach Zugabe von 
CaCl, eine Salzverbindung mit den Abbauprodukten entsteht. 
die an das EiweiBkolloid adsorbiert wird, und dasselbe zur 
Ausfallung bringt. 

Wir werden auf die Bedeutung dieser CaCl,-Verbindungen 
fiir die Fibringerinnung im folgenden noch zuriickkommen, 
wenn wir das Verhalten verschieden hergestellter Fibrinogen- 
lésungen gegeniiber Kalk naher untersucht haben werden. 

Bei unseren Versuchen fiel uns naimlich auf (und dhnliches 
haben auch alle Forscher, die sich mit der Herstellung von 
Fibrinogenlésungen beschaftigt haben, beobachtet), daB die 
wesentlichen Eigenschaften desselben, wie ihr Verhalten gegen- 
iiber Verdiinnung, Kalk- oder Thrombinzusatz, sowie bei Dialyse, 
je nach der Darstellungsweise etwas verschieden sind (ein gleich- 
artiges Ausgangsmaterial vorausgesetzt). So konnte z. B. eine 
verschiedene Beschaffenheit der Fibrinogenlésung je nach der Menge 
des zur Fallung benutzten Ammonsulfats nachgewiesen werden. 

Wie wir schon angegeben haben, wird Rinderplasma durch 
reine gesattigte NaCl-Lésung aa allein nicht ausgefallt, wahrend 
schon ein geringer Zusatz von (NH,),SO, zu dem mit gesattigter 
NaCl-Lésung versetzten Plasma die Fallung auslést. Als giin- 
stigste Mengenverhiltnisse haben wir hierbei die Zugabe von 
aa gesittigter NaCl-Lésung ++ */, Volumen (auf das urspriingliche 
Plasma bezogen) gesattigter Ammonsulfatlésung befunden. Diese 
Angaben beziehen sichauf Rinderoxalatplasma (durch scharfes 
Zentrifugieren zellfrei gemacht), mit dem wir am haufigsten ge- 
arbeitet haben. Beim Pferdeoxalatplasma kann man schon 
durch Zufiigen des gleichen Volumens gesattigter NaCl-Losung 
das gesamte Fibrinogen zur Ausfallung bringen. Wird die 
Fallung durch Zusatz von mehr Ammonsulfat voll- 
zogen, so resultiert ein Fibrinogenniederschlag, der 
eine stabilere, gegen Thrombin weniger empfindliche 
Fibrinogenlésung liefert; es hangt dieses Verhalten wohl 
mit einer teilweisen Mitfallung von anderen Stoffen (vermut- 
lich Plasma-Globulinen) zusammen. 








Vo Ww = a vw w 
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Protokoll 1. Je 100 ccm Oxalatplasma wurden (nach Zentri- 
fugieren) mit 100 com gesattigter NaCl-Lésung und a) 25 ccm, b) 40 com 
gesattigter Ammonsulfatlésung versetzt. Der durch Zentrifugieren isolierte 
Niederschlag in 100 ccm 2°/,iger NaCl-Lésung gelést. Von der Lésung 
wurden je 10,0 com mit 20 com Wasser verdiinnt und davon je 1,0 ccm 
in 2 Reihen mit fallenden Thrombinmengen gepriift (0,5, 0,2, 0,05, auf 
1,0 mit phys. NaCl erginzt). Es gerinnt 


Thrombin CaCl, allein 
0,5 0,2 0,05 0,3 
Lésung a 2’ 4’ z 140’ 
e.,b Gi! 1 30’ 210’ 


Auch gegeniiber bloBem Kalkzusatz ist Lésung a empfind- 
licher als Loésung b. Verfahrt man in der oben angegebenen 
Weise, so gelangt man zu einer ersten Fibrinfraktion (I). Diese 
enthalt aber noch EiweiBabbauprodukte, die fiir die Gerinn- 
barkeit derselben nicht indifferent sind (s. unten). Dieselben 
kénnen durch nochmalige Fiallung 44 mit gesattigter Na-Cl- 
Lésung (ohne Ammonsulfat) und Wiederauflésen zum groBten 
Teil entfernt werden: Fraktion II. Eine nochmalige Wieder- 
holung dieses Verfahrens liefert Fraktion III. 

Wir méchten zuerst einige Eigenschaften erwahnen, die 
diese 3 Fraktionen schon duBerlich unterscheiden: 1. Aussehen 
des Niederschlages: I halb durchsichtige, schleimige Masse, 
It weniger durchscheinend, opaker, III weiBlicher, fast ganz 
opaker Niederschlag. Bei gréBeren Mengen von Ammonsulfat 
wird auch I weiBer. 2. Léslichkeit: I ist sehr leicht in 0,5- bis 
2°/,iger NaCl-Lésung léslich, II schon etwas schwerer, so daB 
einzelne Klumpen oder Flocken am Wattefilter zuriickbleiben, 
wahrend III in der Regel nur sehr langsam und unvollstindig 
in Lésung gebracht werden kann. Untersucht man die absolute 
Menge der EiweiBabbauprodukte, so findet man dieselbe am 
groBten in I, am kleinsten in III, parallel gehend der durch 
die einzeine Fallung bedingten Verdiinnung und ebenso parallel 
der Léslichkeit des jeweiligen Fibrinogenniederschlages. Es 
ergibt sich somit, da8 fiir die Léslichkeit des Fibrinogens die 
Menge der anwesenden Abbauprodukte entscheidend ist. Je 
groBer dieselbe ist, desto leichter gelingt es, den Fibrinogen- 
niederschlag wieder in den kolloidalen Zustand iiberzufihren. 
Daher kann Fraktion III, die durch wiederholte Fallung und 
Lésung weitgehend von Abbauprodukten befreit ist, selbst in 

















150 E. Herzfeld und R. Klinger: 


2°/, NaCl nicht mehr vollstindig aufgelést werden. Gibt man 
eine der hierbei suspendiert bleibenden Fibrinflocken in eine 
klare Loésung der Fraktion I, so lést sich dieselbe darin relativ 
schnell auf, obwohl der Salzgehalt derselbe und der Gehalt an 
Fibrinogen sogar groBer ist als in III; der hier vorhandene 
Uberschu8 an Abbauprodukten vermag eben noch weiteres 
Fibrin in Lésung zu bringen. 

Wir sehen in diesen Tatsachen einen neuen Beweis 
fiir die von dem einen von uns aufgestellte Theorie, 
daB die kolloidale Verteilung von EiweiBkérpern durch 
die denselben beigemischten Abbauprodukte vermittelt 
wird und daher nur indem MaBe moglich ist, als solche 
Korper zugegen sind. 

Es sei tibrigens erwahnt, da8 die Lésung der Fibrinogenniederschlage 
nicht erst in 2°/, NaCl gelingt, sondern in der Regel schon in 0,5°/, NaCl 
erreicht werden kann. Doch sind solche Lésungen (speziell Fraktion II) 
weniger haltbar, weshalb es sich empfiehlt, zu gerinnungsphysiologischen 
Untersuchungen in 2°/, NaCl zu lésen und vor Gebrauch jeweils 3 fach 
mit Wasser zu verdiinnen. 

Im folgenden sollen die Eigenschaften der drei auf die an- 
gegebene Weise erhaltenen Fraktionen I, IJ und III niaher 
untersucht werden *). 

1. Stabilitét gegeniiber Verdiinnung mit Wasser: I ist die 
stabilste, III die labilste Lésung. So verlangt je 0,5 der in 0,5°/, NaCl 
gelésten Fraktionen fiir I einen Zusatz von ca. 5,0 com, fiir II etwa 
2,5 com, fiir ITI 2,0 com Wasser, um eine zuerst opalescente, spater schwach 
milchige Triibung hervorzurufen, die nach mehreren Stunden zu flockig- 
fetziger Ausscheidung des Fibrins fihrt. Ahnlich verhalten sich die 
Lésungen beim Dialysieren gegen NaCl-Lésung. I liefert hierbei, ent- 
sprechend seinem gréBeren Gehalt an Fibrin, ein festeres, zusammen 
hangendes Koagulum, II und III nur Fibrinbelige an der Hiilsenwand. 

Bei Verdiinnung mit physiologischer NaCl-Lésung halten sich die- 
3 Fraktionen in der Regel langere Zeit stabil, spiter fallen sie (II speziell 
leicht) mehr oder weniger flockig aus. 

2. Verhalten gegeniiber Kalkzusatz: 

Protokoll 2. Die durch Verdiinnung mit 2fachem Volumen Was- 
sers auf 0,7°/, NaCl-Gehalt gebrachten Fibrinogenlésungen werden mit 
steigenden Mengen CaCl, (auf 1,0 mit phys. NaCl erganzt) versetzt. In 
der letzten Reihe wurde neben CaCl, (0,2) noch Cytozym (Leberlipoid- 
emulsion, 0,2) zugesetzt. 





1) Einige diesbeziigliche Angaben haben wir schon in unserer letzten 
Mitteilung gemacht. 
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Menge des CaCl, | Cytozym 
0 | 02 | 05 0,8 0,2 
I Mklar | 140 | 140 | 180’ 70 
II M flockiger Bodensatz | M netzig | 230 netzig 
II M klar M Spur feinfetzigen Bodensatzes | M etwas Bo- 
 densatz 





M = Befund am nichsten Morgen (16°). ' 


Die Fraktion I ergibt mit Kalk versetzt nach 2 bis 3 Stun- 
den eine vollstaéndige Gerinnung, verhalt sich also so, wie auf 
Zusatz von (geringen Mengen von) Thrombin. Durch Cytozym 
wird diese Gerinnung noch beschleunigt. Es mu8 daher an- 
genommen werden, da dieser Fraktion noch Reste von Serozym 
aus dem Plasma anhaften. Von diesen ist II zum gréBten Teil, 
III vollsténdig befreit (bei III hat Cytozym keine Wirkung 
mehr, verglichen mit bloBem Kalkzusatz). II und III werden 
durch Kalkzusatz nur wenig beeinfluBt, doch ist auch hier eine 
groBere Labilitét bei Gegenwart von CaCl, ersichtlich. 

3. In ihrer Gerinnbarkeit durch Thrombinlésungen unter- 
scheiden sich die 3 Fraktionen nur wenig, I pflegt etwas sta- 
biler als II und III zu sein. III gibt mit kleineren Thrombin- 
mengen oft nur noch unvolistandige Gerinnungen, was mit dem 
geringeren Fibrinogengehalt zusammenhangt. 

Protokoll 3. Je 1,0 der Fibrinogenlésung mit fallenden, auf 1,0 
erginzten Thrombinmengen (aus 0,5 Hammelserum, 5,0 NaCl, 0,5 CaCl, 


und 0,3 Cytozym, 15’ gestanden). Serie 2 wird vor dem Thrombinzusatz 
mit 0,2 Na-Oxalat versetzt. 


Thrombin ohne Oxalat mit Oxalat 
0,5 0,2 0,05 0,5 0,2 0,05 
[°¢6hlUMh «6 ek ae 
ny we ¢ y, we YY 
i 2! f+ 15/+ Fie HS 0 


III ergibt somit bei gréBerem Thrombinzusatz (0,5) sowie mit Ca- 
Oxalat-Niederschlag vollstindige Gerinnungen; mit kleinen Thrombin- 
mengen dagegen (ohne Oxalat) nur eben sichtbare, unvollstandige Koagula. 
I gerinnt etwas spiter als II, was namentlich im Oxalatmedium hervor- 
tritt (wo die férdernde Wirkung des eigenen Serozymgehaltes sich nicht 
geltend machen kann). 


Man sieht also, daB zwar alle 3 Fraktionen (trotz der deut- 
lichen Verminderung des Fibrinogengehaltes in III) noch ge- 








152 E. Herzfeld und R. Klinger: 


niigend Fibrinogen enthalten, um durch entsprechende Throm- 
binmengen vollstandig zu gerinnen, da8 aber durch bloBen 
Kalkzusatz nur I eine eigentliche Gerinnung erfaihrt, wahrend 
II und III nur mehr oder weniger flockig ausgefallt werden. 
Setzt man zu solchen Proben nachtriglich noch Thrombin zu, 
so gerinnen sie meist in toto. Da wir diese Gerinnungen resp. 
Fallungen auf eine Umwandlung der NaCl- in CaCl,-Salzver- 
bindungen der lésenden Abbauprodukte zuriickgefiihrt haben, 
so lassen sich diese Ergebnisse so ausdriicken, da8B Fraktion I 
eine gréBere Menge von solchen Abbauprodukten ent- 
halt, die sich leicht in CaCl,-Salzverbindungen um- 
wandeln lassen und dadurch zur Gerinnung des Fibrinogens 
fiihren, wahrend die Abbauprodukte von II und III in NaCl- 
Lésungen nur geringe Neigung haben, eine derartige Umwand- 
lung durchzumachen. Hierbei wirkt der Umstand, daB sie zu- 
nachst (bei der Auflésung des Fibrinogenniederschlages) in die 
Form von NaCl-Salzverbindung gebracht wurden, hemmend 
und tauscht eine gewisse Unempfindlichkeit dieser Fibrinogen- 
losungen gegeniiber CaCl, vor. Es 1a8t sich aber leicht nach- 
weisen, da auch diese Abbauprodukte, als CaCl,-Salzverbin- 
dungen an das kolloidale Fibrin adsorbiert, nicht fahig sind, 
dasselbe in Lésung (Suspension) zu erhalten, sondern dessen 
Ausfillung bewirken; die Verdrangung des NaCl durch CaCl, 
lauft bei ihnen nur langsamer und unvollstaéndiger ab. Wird 
namlich z. B. eine Fraktion II anstatt mit NaCl mit ge- 
sittigter CaCl,-Losung (2faches Volumen) ausgefallt, so erhalt 
man einen Niederschlag von Fibrin, der sich in 0,5°/, CaCl,- 
Lésung, ja selbst in NaCl-Lésung (1 bis 2°/,) iiberhaupt nicht 
lést, sondern ziemlich harte, elastische Fibrinfetzen liefert, 
ganz ahnlich dem Fibrin, das nach einer durch Thrombin 
bewirkten Gerinnung auftritt. Wir ersehen daraus, daB auch 
diese Abbauprodukte mit CaCl, reagieren und Saizverbindungen 
liefern, die sich gegen NaCl nicht mehr ohne weiteres umsetzen 
kénnen. Ein Fibrinogen, das derartige CaCl,-Salzverbindungen 
adsorbiert enthalt, wird unldslich und zeigt die Eigenschaften 
des durch Thrombin ausgefillten Fibrinogens; es ist nicht nur 
physikalisch, sondern auch chemisch von Fibrinogen verschie- 
den und wird im Gegensatz zu diesem als Fibrin bezeichnet. 

Wir kommen somit zu der Ansicht, daB die Uberfiihrung 
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der in einer Fibrinogenlésung vorhandenen Abbau- 
produkte in CaC),-Salzverbindungen und die Adsorption 
derselben andie kolloidal gelésten Fibrinogenteilchen 
die Ausfallung des Fibrins verursacht. 

Je mehr von solchen Abbauprodukten vorhanden sind, 
die leicht mit CaCl, derartige fallende Salzverbindungen eingehen, 
desto schneller wird eine Fibrinogenlésung schon bei bloBem Kalk- 
zusatz gerinnen. Am giinstigsten wirkt natiirlich der Zusatz einer 
entsprechenden (méglichst groBen) Menge schon fertiger, derartiger 
CaCl,-Abbauprodukte, d. h. eine ,,Thrombinlésung“ (s. unten). 
Sind andere, die Lésung des Fibrinogens vermittelnde Abbau- 
produkte zugegen (z. B. NaCl-Salzverbindungen in unseren reinen 
Fibrinogenlésungen), so wirken diese der Gerinnung entgegen, 
und es wird das weitere Verhalten der betreffenden Fibrinogen- 
lésung davon abhiangen, ob die einen oder die anderen iiber- 
wiegen. Wird die Menge der CaCl,-Abbauprodukte vermehrt, 
sei es direkt durch Zusatz von Thrombin oder indem ein Teil 
der bisher lésenden NaCl-Salzverbindungen in CaCl,-Salzverbin- 
dungen iibergefiihrt wird (Fraktion I -+- CaCl,), so iiberwiegt 
das fallende Moment, und die Lésung gerinnt. Geht die Um- 
wandlung in CaCl,-Verbindungen nicht oder nur in sehr unter- 
geordneter Weise vor sich, so wird die Fibrinogenlésung trotz 
Kalkzusatz stabil bleiben oder (im Vergleich zur Kontrolle ohne 
Kalk) nur geringfiigige Fallungen erfahren. 

Die fir den Gerinnungsvorgang in Betracht kom- 
menden Abbauprodukte lassen sich somit folgender- 
‘maBen qualifizieren: Alle wirken als NaCl-Salzverbin- 
dungen lésend, d.h. sie vermitteln die kolloidale Ver- 
teilung des Fibrins. Nach ihrem Verhalten gegeniber 
Kalk miissen jedoch 2 Gruppen unterschieden werden: 
die einen gehen leicht aus den NaCl- in CaCl,-Salzver- 
bindungen iiber (,serozymartige* Kérper), die anderen 
dagegen langsam oder nicht. Sind CaCl,-Salzverbin- 
dungen in tiberwiegender Menge vorhanden, so wird 
dadurch das Fibrinogen, das dieselben adsorbiert, 
ausgefallt. Fir den Eintritt oder das Ausbleiben der 
Gerinnung ist es daher entscheidend, ob geniigend 
dieser CaCl,-Abbauprodukte (die, wie wir sehen werden, 
mit dem Thrombin identisch sind) zugegen sind. Die 
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gerinnungsférdernden Faktoren sind, wie wir zeigeu 
werden, solche, die die Bildung derartiger CaCl,-Salz- 
verbindungen anregen, die gerinnungshemmenden 
solche, die dies verhindern (wenn wir von denjenigen 
Eingriffen absehen, die durch Herabsetzung resp. Ver- 
mehrung der antagonistischen, lésenden Momente 
wirken). 

Wir werden im folgenden wiederholt auf die hier ent- 
wickelten Grundvorstellungen des Gerinnungsvorganges zuriick- 
kormmen. Wir méchten hier im Nachtrag zu unserer friiheren 
Mitteilung einen Versuch anfiihren, der ein weiteres Beispiel 
fiir die hemmende Wirkung, die gewisse Abbauprodukte auf 
die Gerinnung ausiiben, erbringt. 

Wir haben inzwischen ein Verfahren ausgearbeitet, das 
gestattet, aus eiweiBhaltigen Fliissigkeiten gewisse, tiefere, viel- 
leicht noch polypeptidartige Abbauprodukte zu isolieren. Das- 
selbe besteht im wesentlichen in Fallung mit ausgiebigen Mengen 
absoluten Alkohols; die Abbauprodukte gehen in den Alkohol 
iiber und kénnen nach Abdampfen desselben in Wasser geldst 
werden. Wir werden auf die diesbeziigliche Technik weiter 
unten néiher eingehen. Behandelt man nun reine Fibrinogen- 
lésungen auf diese Weise, so erhilt man eine Lésung von 
Abbauprodukten, die, zu gerinnenden Fliissigkeiten zugesetzt, 
eine deutliche Hemmung ausiiben: 

Protokoll 4. Alkoholischer Extrakt aus einer Fibrinogenfraktion II 
in der Menge von 1,0 und 0,3 wird mit 1 Tropfen Serozym und 0,2 Kalk 
10 Min. stehen gelassen (Volumen 1,2 ccm) und hierauf je 1,0 Fibrinogen 
zugesetzt. Es gerinnt: Roéhrchen 1 nach 30 Min.,, Réhrchen 2 nach 
14 Min., die Kontrolle (1,0 NaCl) nach 11 Min. 

In unserer friiheren Mitteilung haben wir darauf hinge- 
wiesen, daB Zusatz von Abbauprodukten bald hemmend, bald 
fordernd auf die Thrombinbildung einwirkt, wir konnten aber 
damals dieses wechselnde Verhalten nicht naher erklaren. Wir 
haben nun in dem Verhalten gegeniiber Kalk eine erste Tat- 
sache gefunden, die fiir die Lésung dieser Frage von Wert 
sein diirfte (ohne natiirlich die ausschlieBlich maBgebende zu 
sein) und méchten annehmen, daB im allgemeinen solche Ab- 
bauprodukte, die leicht CaCl,-Salzverbindungen bilden, férder nd, 
solche, die dies nicht kénnen, hemmend auf die Gerinnung 
einwirken werden. Fiir die Richtigkeit dieser Annahme spricht 
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neben dem oben mitgeteilten Versuch (die Abbauprodukte in 
Fibrinogen II sind ja relativ schwer in CaCl,-Verbindungen 
umwandelbar) auch die Tatsache, daB nach unseren bisherigen 
Beobachtungen kalkarme Peptone, wie z. B. Seidenpepton und 
namentlich Fibrinpepton, hemmend, dagegen kalkhaltige, wie 
Witte-Pepton, fordernd wirken. 

Fir die Praxis gerinnungsphysiologischer Studien ergibt sich aus 
unseren Beobachtungen die Forderung, die fiir qualitative Untersuchungen 
verwendeten Fibrinogenlésungen stets durch Stehenlassen mit Kalk, sowie 
Kalk und Cytozym auf einen eventuell vorhandenen Gehalt an serozym- 
artigen Abbauprodukten zu priifen. Treten hierbei deutliche Gerinnungen 
auf, so empfiehlt es sich, die Losungen durch nochmalige Fillung zu reinigen ; 
zu oft darf aber diese Prozedur nicht wiederholt werden, da durch Ab- 
nahme der Léslichkeit die Fibrinogenkonzentration verringert wird. 
Pferdeplasma, das von einigen Autoren zur Darstellung von Fibrinogen 
vorgezogen wird, hat uns ganz ahnliche Lésungen ergeben wie Rinder- 
plasma. Wir haben das letztere daher vorgezogen, weil es aus dem 
Schlachthaus stets leicht zu beschaffen ist und uns in der Regel ganz 
brauchbare Fibrinogenlésungen (Fraktion II) geliefert hat. 


Untersuchungen iiber das Thrombin. 


Fiir die Frage nach dem Wesen der Thrombinwirkung war 
es zunachst von Bedeutung zu wissen, welche quantitativen 
Beziehungen (ausgedriickt durch Schnelligkeit und Vollstandig- 
keit der Gerinnung) zwischen der an der Reaktion beteiligten 
Thrombinmenge und der ausgefallten Fibrinogen- (resp. Plasma-) 
Menge bestehen. Die Versuchsprotokolle zeigen, daB die er- 
zielten Wirkungen der Menge der in Aktion tretenden Stoffe 
einfach proportional sind. 


Protokoll 5. a) Rinderoxalatplasma wird in fallender Menge 
(0,5 bis 0,05) mit physiologischer Kochsalzlésung auf 1 ccm erginzt und 
mit 0,5, 0,3 und 0,1 com einer frisch bereiteten Thrombinlésung (Hammel- 
oxalatserum 1,0, NaCl-Lésung 8,0, Lipoidemulsion 0,5, CaCl, [1°/,] 0,5 ccm; 
die Mischung wird nach 15 Min. Stehen verwendet) versetzt. Die Tabelle 
gibt die Zeit bis zum vollstindigen Festwerden in Minuten an, bei un- 
vollstandigen Gerinnungen ist der Verlauf derselben naher bezeichnet. 




















Thrombin- Menge des Oxalatplasmas 
mengen 0,5 | 0,25 | 0,1 0,05 
= —————————— —=! re ee ——= 
05 30’Gerinnsel | 10 Flocken gue | 3 
" 180’ nahezu fest | 19’ fest Lie | 
03 nach 20’ Gerinnsel und Ring- 9’ | 4¥),! 
. bildung an der Oberfliche | 
a nach 15 bis 30/Gerinnsel und ringformige Fibrinausschei 
‘ dungen. Keine Gerinnung. 
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b) Rinderplasma wird mit phys. NaCl-Lésung steigend verdiinnt 
(je 1 com) und mit je 0,6 ccm Thrombinlésung versetzt. Es ergibt: 
Plasma unverdiinnt 10’ Ringbildung 120’ unvollkommen geronnen 


aa verdiinnt 10 - 120’ netzig geronnen 
1: 4 =» 12’ in toto fest 

1: 8 ” 4’ ” ” n 

1: 16 n 31/,/ ” n , 

1 : 82 ” 21/,/ 2 ” ” 

1 : 64 ” rf n ” n 

1 : 120 ” 5! ” ” ” 

1: 250 » 8’ wird nur unvollkommen fest. 


Wir sehen, daB eine gegebene Thrombinmenge nur 
eine begrenzte Fibrinogenmenge so zur Gerinnung zu 
bringen vermag, daB die ganze Masse gelatin6s erstarrt. 
Steigt die Menge des Fibrins bei gleichbleibender Thrombin- 
menge, so wird dadurch zunachst der Ablauf der Gerinnung 
verzogert; iiberschreitet sie eine bestimmte Grenze, so kommt es 
nicht mehr zu vollstandiger Koagulation, es fallt nur ein Teil 
des Fibrins in Form von Flocken oder Fetzen (bei Oxalatplasma 
haufig ein an der Oberflache rings am Glas haftender Ring) 
aus, wahrend die Hauptmasse fliissig bleibt. Wird einem der- 
artigen Réhrchen weiteres Thrombin zugesetzt, so gerinnt es 
schnell in typischer Weise. Die Gerinnung verlauft somit 
stets entsprechend den relativen Mengen der an der- 
selben beteiligten Kérper, was nach dem im ersten Kapitel 
Ausgefiihrten verstandlich sein diirfte. 

Eine Fermentnatur (katalytische Beschleunigung des 
Gerinnungsvorganges) kann dem Thrombin nicht zuge- 
sprochen werden. Es handelt sich ja darum, dab die CaCl,- 
Abbauprodukte in einer solchen Menge vorhanden sind, daB sie 
die lésenden Momente iiberwiegen. Aus diesem Grunde sind 
Oxalatplasmen relativ stabiler, d.h. sie brauchen gréBere Throm- 
binmengen als reine Fibrinogenlésungen von gleichem Fibrinogen- 
gehalt, weil sie reicher an Abbauprodukten sind (siehe diesbeziig- 
lich auch Prot. 3, S. 151). 

Fiir die im folgenden durchgefiihrte Untersuchung der 
Thrombinkomponenten sollen die bisher iiblichen Bezeichnungen 
und Begriffe, wie wir sie auch in unseren vorhergehenden Ar- 
beiten verwendet haben, beibehalten werden. Nach diesen Vor- 
stellungen la8t sich der Gerinnungsvorgang durch folgendes 
Schema ausdriicken. 





gia EH a 


Chemie und Physiologie der Blutgerinnung. II. 157 


Serozym Ca Cytozym 


ee 
ee 


Thrombin Fibrinogen 


Fibrin 
Daraus geht hervor, daB zur Thrombinbildung drei Kom- 
ponenten erforderlich sind, das Serozym, das Cytozym und 
Calcium. Wir wollen uns zuniichst mit dem einfachsten dieser 
K6rper, dem Calcium, beschiftigen. 


A. Die Calciumkomponente. 


Das Wesentliche iiber die Rolle des Calciums wurde bereits 
im vorhergehenden gesagt. Da das CaCl, dadurch wirkt, dab 
es mit den Serozymabbauprodukten Salzverbindungen eingeht, 
ist es ohne weiteres verstindlich, daB es in deutlich meBbaren 
Mengen an der Reaktion beteiligt ist, nicht etwa schon in kleinsten 
Mengen als Activator die Bildung beliebiger Thrombinmengen 
vermittelt, wie auch das folgende Protokoll zeigt: 

Protokoll 6. Steigende Mengen einer 1°/,igen CaCl,-Lésung 
(0,01 bis 1,0 com) werden mit phys. NaCl-Lésung auf 1 ccm erginzt : 
(3 identische Reihen). Jedes Réhrchen erhalt hierauf eine von Reihe - 
zu Reihe wechselnde Serozymmenge (0,02 bis 0,1 com Hammelserum) und 
nach 5 Min. langem Stehen 1,0 cem einer verdiinnten Fibrinogenlésung 
(Fraktion I) (in 0,5°/, NaCl, Cytozym wurde in diesem Falle zur Thrombin- 
bildung nicht verwendet). 




















Sero- : Calciummenge (1°/, CaCl,) 
“7 0 | 001 =| 005 | 01 1015] 02 |0,25/03| 05 | 10 
0,02 |180‘feinnetzig| 150feinnetzig| 9 SOVMetie ary +145’ +145" + 457 +145" +-\60/ fest|80’ netaig 
| , pi , , Ul , 85’ netzig 
0,05} 180’ + 130 ee | a 1” 1’ 12 12 38 + |5/ feat 
, | , | | 80’ netzi 
0,1 187 + | 80 11’ Ea oy | 12’ 45’ feat 








+ bedeutet Gerinnung mit weichem, nicht ganz festem Koagulum. 


Zu geringer Kalkzusatz driickt sich in herabgesetzter 
Thrombinbildung aus, was in den gréBeren Gerinnungszeiten 
und an der verminderten Festigkeit der Koagula erkennbar ist. 
Ist einmal die erforderliche Kalkmenge zugegen, so fdrdert 
weiterer Zusatz die Gerinnung nicht mehr. Das Serozym sattigt 
sich mit Kalk ab und kann gréBere Mengen desselben nicht 
mehr verwerten. Zu hohe Kalkdosen wirken sogar etwas 
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hemmend, so daB verspitete oder weniger homogene (netzige) 


Gerinnungen erfolgen. 

Auf die Beziehungen des im Thrombin gebundenen Calciums zu 
Oxalsalzen wird unten eingegangen. Andere Chloride kénnen das Calcium 
bei der Gerinnung nicht ersetzen. Wir haben in diesbeziiglichen Ver- 
suchen nur mit Barium- und Manganchlorid zuweilen eine schwache 
Thrombinbildung gesehen. 

Es erhebt sich die Frage, mit welchen der beiden anderen 
Komponenten des Thrombins das Calcium zunichst reagiert. 
Der folgende Vorversuch wird uns hieriiber orientieren. 

Protokoll 7. Méglichst cytozymfrei gewonnenes Hammeloxalat- 
plasma wird durch vorsichtiges Rekalzifieren zur Gerinnung gebracht und 
daraus durch Auspressen Serum (,,Serozym“) gewonnen. Um den Uber- 
schuB von CaCl, zu entfernen, werden demselben einige Tropfen einer 
1°/,igen Na-Oxalatlésung zugesetzt. Ferner wird von einem alkoholischen 
Leberextrakt eine geeignete (40 fache) Verdiinnung in NaCl-Lésung her- 
gestellt (,,Cytozymlésung“). In die Réhrchen wird auBer den unten an- 
gegebenen Zusatzen je 1,0 NaCl-Lésung abgefiillt, ferner in Réhrchen 
I—VII nach 15 Min. je 1,0 Fibrinogenlésung zugesetzt. 


Gerinnungszeit 
I 0,1 Serozymlésung -+ 0,2 CaCl,-Lésung (1°/,) . . . 10 
II 0,1 Cytozymlésung-- 0,2 CaCl,-Lésung ...... fliissig 
III 0,1 Serozymlésung -+- 0,1 Cytozym........ fl. 
IV 0,1 Serozymlésung + 0,1 Cytozymlésung + 0,2 CaCl, r 
Pe a ee ry eG fl. 
FE OF Ce 5 EEN OR RR AN fl. 
Fi. Re cee wie ese Bite 8 PSS fl. 


Beobachtet 6 Stunden. 


Man erkennt, da8 die schnellste Gerinnung, d. h. die starkste 
Thrombinbildung dort stattgefunden bat, wo alle drei Kompo- 
nenten vereinigt waren, daB aber Serozym bloB mit CaCl, eben- 
falls eine deutliche Thrombinwirkung ausiibt, wahrend die 
Mischung von Kalk und Cytozym (ebenso wie die einzelnen 
Komponenten allein) unwirksam geblieben sind. 

Es ergibt sich somit, daB das Calcium mit dem Sero- 
zym auch in Abwesenheit von Cytozym unter Bildung 
gerinnungsaktiver Kérper zu reagieren vermag, wah- 
rend Cytozym bei Fehlen von Serozym inaktiv bleibt. 

Wir werden diesen Befund, der fiir die theoretische 
Auffassung des Gerinnungsvorganges von Bedeutung ist, im 
folgenden Abschnitt noch eingehender untersuchen und einige 
gegen die gegebene Auffassung mégliche Einwande diskutieren. 
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B. Die Serozymkomponente. 


1 Uber die Natur dieses, mit verschiedenen Namen (Throm- 

bogen, Prothrombin) belegten Stoffes wurde bisher nichts 

Wesentliches ausgesagt. Pekelharing') hielt es fiir ein 

Nucleoproteid; Bordet und Delange’) haben die leichte Ad- 

sorbierbarkeit desselben an Niederschligen von Calciumtriphos- 

phat festgestellt und zur Herstellung gereinigter Serozym- 

lésungen benutzt. Hirschfeld und Klinger’) haben gezeigt, : 
daB bei Entfernung der Globuline des Serums durch Fiallung 
mit verdiinnter Siure die Serozymwirkung an den in Lésung 
bleibenden Albuminen haftet. 

Wir wollen zunachst an Hand einiger Versuchsprotokolle 
die Bedingungen kennen lernen, die fiir die Serozymwirkung 
eines Serums maBgebend sind. Zuerst soll gepriift werden, ob 
der ,Serozymgehalt“ eines Serums je nach der Darstellungs- 
weise aus dem Plasma verschieden ist und welcher Art die 
Gerinnungsaktivitat der jeweils erhaltenen Seren ist. 

Es erhebt sich hier die Frage, wie wir den Serozymgehalt 
einer Flissigkeit feststellen und messen kOnnen. Wenn wir von 
einem in dieser Hinsicht zu priifenden Serum eine geringe 
Menge (0,1 ccm) zu einer verdiinnten Fibrinogenlésung zusetzen, 
so beobachtet man in der Regel nach Ablauf von Minuten 
oder Stunden den Eintritt der Gerinnung; das Serum er- 
wies sich schon ohne weiteren Zusatz als in geringem Grade 
gerinnungsaktiv. Diese Eigenschaft der meisten Seren wird 
bekanntlich als deren ,Thrombin“-Gehalt bezeichnet. Geben 
wir nun neben der Fibrinogenlésung noch einige Tropfen einer 
CaCl,-Losung zu, so tritt die Gerinnung derselben bei manchen 
Seren wesentlich schneller ein; noch friiher erfolgt sie, wenn 
wir auBer Kalk noch eine kleine Menge eines ,Cytozyms* zu- 
gesetzt haben. Bei anderen Seren hat dagegen weder der Kalk, 
noch der Kalk +- Cytozymzusatz eine nennenswerte Steigerung 
der Gerinnungsaktivitat zur Folge. Wir bezeichnen die ersteren 
als serozymhaltig, die letzteren als serozymarm und ver- 
stehen somit unter dem ,Serozymgehalt* die Fahig- 
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1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 89, 22, 1913. 
*) Bull. Soc. royale Sciences méd. et nat. de Bruxelles Nr. 4, 1914. 
*) Zeitechr. f. Imm.-Forschg. 20, 51, 1913. 
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keit eines Serums, Exsudats usw. auf Zusatz von Kalk 
starker gerinnungsaktiv zu werden, d. h. Thrombin zu 
bilden; die durch Kalk erzielbare Steigerung der 
Thrombinwirkung wird hierbei stets durch ,Cytozym“ 
noch weiter erhéht. 

Wir haben somit eine Unterscheidung zwischen dem 
»Thrombin“ und dem ,,Serozymgehalt“ einer Fliissigkeit auf- 
gestellt und wollen im folgenden die wechselseitigen Beziehungen 
dieser beiden Wirkungsméglichkeiten eines Serums naher unter- 


suchen. 

Protokoll 8. Ziegenblut wird im gleichen Volumen 10°, NaCl 
aufgefangen und scharf zentrifugiert. Das klare, farblose Plasma wird 
abgegossen und in zwei Réhrchen je 1,0 ceom desselben mit 5,0 ccm 
Wasser verdiinnt. Hierdurch wird die normale Salzkonzentration wieder 
hergestellt und dem Plasma die Méglichkeit zur Gerinnung gegeben. Kin 
Réhrchen (1) wird der spontanen Gerinnung iiberlassen, die nach 
4 bis 5 Stunden abliuft; das zweite Réhrchen (2) wird mit 0,1 com 
CaCl,-Lésung versetzt und gerinnt bereits nach 10’. Beide Réhrchen 
bleiben 15 Stunden bei 3° stehen, worauf das Serum mit einer Pinzette 
von dem Koagulum ausgepreBt wird. Von den so erhaltenen Seren 1 u. 2 
wird nach einer Stunde je eine Serie von 3 Rohrchen 4 0,5 ccm ab- 
gefiillt, 0,8 phys. NaCl, ferner CaCl, resp. CaCl, + Cytozym, endlich 
nach 15 Min. je 1,0 ccm Fibrinogenlésung zugegeben. 


Zusatz Serum 1 Serum 2 
0 nach 4 Std. fliissig 13’ 
1 Tropfen CaCl, 41/,/ 2 
1 Tropfen CaCl, -+-1 Tropfen Cytozym i'd 14/7 


Aus dem Versuch ergibt sich, da8 stark mit NaCl-Lésung 
verdiinntes Plasma auffallend langsam, auf Zusatz von CaCl, 
dagegen sehr prompt gerinnt; ein Beweis, daB nicht die absolute 
Menge der Ca-Salze (die im Salzplasma nicht vermindert 
wurde), sondern das Verhiltnis des CaCl,: NaCl fiir die Ge- 
rinnung ausschlaggebend ist. Dieser Befund erklart sich in 
dem oben besprochenen Antagonismus der NaCl- und CaCl,- 
Salzverbindungen in bezug auf die Fibrinfallung. Wir sehen 
ferner, daB die gerinnungsphysiologischen Eigenschaften eines 
Serums zum Teil abhangig sind von der Menge der bei der 
Gerinnung seines Plasmas anwesenden Ca-Salze. Ein mit viel 
Kalk (und daher unter reichlicher Thrombinbildung) geronnenes 
Plasma liefert ein ,,Thrombin“-reiches Serum, d. h. ein solches, 
das ohne weiteren Zusatz schon deutlich gerinnungsaktiv ist, 











en 


aC 
ird 
cm 
ler 
tin 








Chemie und Physiologie der Blutgerinnung. II. 161 


waihrend umgekehrt Seren, die mit einem Minimum von 
Thrombin geronnen sind, sich durch ihren Serozymreichtum 
auszeichnen, also durch das Vermégen, mit CaCl, noch weiter 
Thrombin zu bilden. Noch deutlicher werden diese Verhilt- 
nisse, wenn nicht der Kalk, sondern der Cytozymgehalt bei der 


Gerinnung eines Plasmas variiert wird: 

Protokoll 9. Hammelblut wird in */,, Volumen 1°/,iger Na- 
Oxalatlésung aufgefangen und scharf zentrifugiert. Von dem so er- 
haltenen Plasma wird 3,0 ccm einmal ohne weiteren Zusatz (I), in einem 
anderen Réhrchen unter Zugabe von 0,2 ccm einer gut aktiven Cytozym- 
emulsion (Leberlipoide) rekalzifiert (II); verwendet wurde 0,35 CaCl,- 
Lésung. I gerinnt nach 20 Min., II nach 2 Min. Aus beiden wird das 
Serum durch Auspressen gewonnen und iiber Nacht im Kiihlraum auf- 
bewahrt. In Reihe III wird das Serum desselben Tieres gepriift, das 
aus der spontanen Gerinnung von Gesamtblut (ohne Zusatz, bei der 
gleichen Venenpunktion aufgefangen) erhalten wurde. Die Priifung auf 
Serozym- und Thrombingehalt dieser drei Seren (Technik wie oben) ergibt: 


I II III 
Menge des Serums’). . 0,12 0,13 0,1 
DOV Oe a ES fl. 55’ 80’ 
NOs) cele a ale 18’ 40’ 35’ 
CaCl,+Cytozym... 2 40’ 20’ 


Der Versuch zeigt, daB eine deutliche Serozymwirkung nur 
dem ohne Cytozym (resp. cytozymarm) geronnenen Serum eigen 
ist (I). Sobald das Plasma bei Anwesenheit von reich- 
lichem Cytozym gerinnt, sei es, daB dieses kiinstlich zu- 
gesetzt wird (II), oder aus den Blutzellen bei der Gerinnung 
frei wird (III), ist es arm an Serozym, enthalt aber relativ 
gréBere Mengen von ,,Thrombin“. Seren, die aus der Gerinnung 
des nicht zentrifugierten Blutes hervorgehen, haben deshalb 
stets einen geringeren Serozymgehalt als das aus zellfreien 
Plasmen gewonnene Serum; bei manchen Tieren (z. B. Ratte) 
oder bei nicht sorgfailtiger Entnahme des Blutes kann im ge- 
wohnlichen Serum iiberhaupt keine Serozymwirkung nach- 
gewiesen werden. (Diese Frage wird noch im Cytozymkapitel 
[S. 28] beleuchtet werden.) 

Im folgenden méchten wir eine Reihe von weiteren Ein- 
wirkungen untersuchen, die den Serozymgehalt und damit die 
Thrombinwirkung eines Serums zu beeinflussen vermdgen. 


1) Mit Riicksicht auf die erfolgten Zusitze gewahlte, sich ent- 


sprechende Dosen. 
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Schon die bloBe Verdiinnung eines geeigneten, d. h. zu 
Serozymbildung befahigten Serums regt die Entstehung von 
Serozym an. 

Protokoll 10. Eine Reihe von Réhrchen erhalt je 1 Tropfen 
Hammelserum -++ 1 Tropfen CaCl, sowie 


Serum I Serum IT 
a b (Cytozym) 
Roéhrchen 1: kein weiterer Zusatz . . 22’ 15’ 10’ 
- 2: Zusatz 0,2 phys. NaCl . 7 ? 81/,’ 
- 3: ae ee) ee 74),! 23/,/ 2 
” 4: n 0,45 ” eS §}/,’ 1,’ —— 


Nach 15 Min. langem Stehen wird je 1,0 com Fibrinogen-Lésung 
zugesetzt. Reihe b von Serum I gibt die Werte bei Zusatz von Cytozym- 
lésung (1 Tropfen). Bei Serum II ist die Versuchsanordnung eine ahn- 
liche; dieses Serum war aus einem schon einige Tage alten, schlecht 
gerinnenden Plasma hergestellt und zeigte die beste Wirkung bei Ver- 
diinnung mit H,O, wihrend bei Serum I Verdiinnung mit NaCl-Lésung 
die optimale Wirksamkeit ergab. Es bestehen hier je nach der Qualitat 
des verwendeten Serums geringgradige Unterschiede, die erkennen lassen, 
daB bald eine energischere (Wasserzusatz), bald eine gelindere hydro- 
lytische Einwirkung giinstig ist. 

Es wurde in der Einleitung dieses Abschnittes erwahnt, 
da8 nach Entfernung der Globuline die Serozymwirkung an 
den Albuminen angetroffen wird. Das folgende Protokoll zeigt, 
daB es hierbei nicht gleichgiiltig ist, welche Mengenverhiltnisse 
bei der Aufspaltung bestehen und daB je nach dem Grade der 
Verdiinnung mit "/,,,-HCl bald eine betrachtliche Verbesserung, 
bald eine Verschlechterung im Serozymgehalt der Albumin- 


fraktion erzielt wird. 

Protokoll 11. Hammelserozym wird in der Menge von je 1,0 ccm 
versetzt mit 6, 8, 11, 15 com "/,99-HCl. Nach 3 Stunden werden die an 
Menge und Konsistenz ziemlich ungleichen Globuline abzentrifugiert, mit 
0,48, 0,64, 0,84, 1,2 com 10°/, NaCl isotonisch und mit Lauge gegen 
Lackmus neutral gemacht (1,0 cem unbehandeltes Serum dient 5 bis 10 fach 
verdinnt und mit Lackmus versetzt als Test fiir die Neutralisierung). 
Von diesen Réhrchen werden einander entsprechende Mengen (0,75, 1,0, 
1,3, 1,65) abgefiillt, auf 1,5 mit phys. NaCl erginzt und mit und ohne 
Cytozym auf Thrombinbildung gepriift. Im Protokoll wird ferner noch 
angefiibrt: ein Réhrchen, das wahrend der gleichen Zeit 10fach mit 
Wasser verdiinntes und hierauf auf 0,85°/, ausgesalzenes Serum enthiilt, 
ferner als Kontrolle das inzwischen konzentriert gestandene, erst bei 
Ansteilung des Versuchs entsprechend verdiinnte Serum. Ferner die in 
phys. NaCl entsprechend dem doppelten Volumen des urspriinglichen 
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Serums gelésten Globuline mit und ohne CaCl,, sowie mit CaCl, + Cy- 
tozym, endlich bei Zusatz der zugehérigen Albumine. 
Verdiinnung mit */5..-HCl 
1:6 1:8 Kel 3:35 


pe ee ee ee fl. fl. fl. fl. 
ae 13’ 15’ 36! 40/ 

» + » -+Cytozxym .... 4, 1}),’ 20’ 16’ 
Globulia alleim 2 6 ce tt s fl. fl. fl. fl. 
i ORS ee 6 la Fe ees &.- + 70’ 40 

- + » +Cytozym ....110%+ 70’+ 30’ 3’ 

] + » -+Serozym .... 14’ 15’ 33’ 28’ 
Serum-Wasser-+-CaCl ....... 30’ o _ — 
- n + » -+Cytozym.. 58 — _— — 
Konz. Serum-++ CaCl, .......-. 25’ — ~- — 
” » + » -+Cytozym... 10 _~ -— — 


Am besten war die Serozymwirkung der Albumine bei Spaltung 
des Serums mit 6 Teilen "/,.,-HCi; bei Spaltung mit 11 bis 15 Teilen 
"/s00°HCl ist die Serozymwirkung deutlich herabgesetzt, das Serum bildet 
dann weniger gut Thrombin als ungespaltenes oder mit Wasser gestandenes 
Serum. Von Interesse ist auch das Verhalten der Globuline: man sieht, 
daB dieselben um so mehr Serozym zu adsorbieren vermochten, je starker 
die Verdiinnung des Serums mit "/,.,-HCl war. Bei der 15 fachen Ver- 
diinnung ist die Serozymwirkung der Globuline ebenso stark wie die- 
jenige der Albumine, sogar noch besser, wahrend bei der Spaltung mit 
6 fachem Volumen ®/;,.-HCl die Globuline im Vergleich zu den Albuminen 
nahezu unwirksam sind'). Die Beobachtung der Wirksamkeit der Globuline 
zeigt somit, daB fiir die schlechtere Wirkung der Albumine bei zu reich- 
lichem HCl-Zusatz nicht eigentlich eine Serozymschiadigung, sondern blo8 
eine andere Verteilung desselben die Ursache ist. 


Wesentlich ist die Tatsache, daB es gelingt, durch geeignete 
Verdiinnung mit einem eine schwache Hydrolyse des 
Serums auslésenden Reagens (®/,,.-HCl) die Serozym- 
wirkung desselben zu steigern. 

Es war daher zu erwarten, daB andere Substanzen, die 
ebenfalls hydrolytische Eiwei8spaltungen auslésen resp. fordern, 
auf die Serozymbildung von ahnlichem KinfluB sein wiirden. 
Als ein derartiger K6rper, der nach den friiheren Unter- 
suchungen des einen von uns solche Spaltungen begiinstigt, 
wurde ein gallensaures Alkali, glykocholsaures Natrium gewahlt. 


1) Fiir den Serologen diirfte dieser Befund darum von Interesse 
Wichtigkeit sein, weil ahnliche Verhaltnisse auch fir die Wirksamkeit 
des sogen. ,Serumkomplementes“ von Bedeutung sind; wir beabsichtigen 
in einer spateren Arbeit darauf zuriickzukommen. 
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Protokoll 12. Drei Hammeloxalatseren (Seren aus Oxalatplasmen) 
werden mit und ohne Zusatz von glykocholsaurem Na (1°/,ige Lésung 
in Wasser, Priparat Merck) 1 bis 2 Tropfen zu der Mischung von 
0,1 com Serum mit 0,9 ccm phys. NaCl 15 Min. digeriert und hierauf 
Fibrinogenlésung zugegeben. 

Mit glykocholsaurem Na 
ohne Zusatz 1Tropfen 2 Tropfen 


Doteaiee:: Tits 28s 68 6 ed oe i os ys 
- I+ » +Cytozym.... 1%/,’ = hs 
‘a * fa ee | 55° 61),/ 71/9! 
. eee 6 as ee BH wo = 10’ _ 8’ 
» ITI+ » +Cytozym.... 8 _ 24)’ 


Die begiinstigende Wirkung des glykocholsauren Natriums 
ist bei allen drei Seren deutlich, namentlich aber bei Serum II, 
das von einem Tiere stammte, das fast konstant Serum mit 
relativ geringer Serozymwirkung lieferte, stirker hervor- 
getreten; es wurde durch Behandlung mit glykocholsaurem Na 
ebenso gerinnungsaktiv wie Serum I in unbehandeltem Zu- 
stande. Serum III war aus einem 4lteren, beim Rekalzifieren 
langsam gerinnenden Plasma, das erst durch gleichzeitige Ein- 
wirkung von glykocholsaurem Na und Cytozym starkere Thrombin- 
bildung gab. 

Bei Zusatzen hydrolytisch wirkender Stoffe darf aber der 
Abbau nicht zu weit getrieben werden, da sonst eine Schadigung 
der Serozymwirkung zustande kommt; wird z. B. die Einwirkung 
langere Zeit ausgedehnt, so schlagt die urspriinglich fordernde 
in eine hemmende Wirkung um. 


Protokoll 18. Gleiche Mengen von Ziegenoxalatserum werden 
mit verschiedenen Fliissigkeiten versetzt und die Wirksamkeit des Sero- 
zyms sofort, sowie an einigen folgenden Tagen bestimmt (die Réhrchen 
werden steril gemischt und bei 3° aufbewahrt). Zur Priifung wird von 
der betreffenden Serumverdiinnung entsprechend einem Gehalt von 0,1 ccm 
des urspriinglichen Serums (bei der ersten Bestimmung entsprechend 
0,05 com) auf 1,5 com mit phys. NaCl erginzt, 1 Tropfen CaCl, und 
sofort 1,0 com Fibrinogenlésung zugegeben. 

Als Zusétze wurden verwendet: 


Rg Re ee? ee a er en +4 Tropfen CaCl, 
n 2: 1,5 OE Se a a a eo +4 » * 
” 8: 1,5 ” 9,0 ” te We) ee es soe hd ” n 
n 4: 1,5 n 6,0 phys. Me a iat end Ne te a4 ” n 
» 5: 1,5 » 1,5 19/5 glykochols. Na-+-4,5 NaCl+4 » - 
»n 6: 1,5 n 6,0 7,0% NaHCO, oe ree we +4 n n 
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Die Proben Nr. 2 und 3 werden vor Zugabe des Fibrinogens iso- 
tonisch gemacht. Die verwendete Fibrinogen-Stammlésung war fiir den 
ganzen Versuch dieselbe in jeweils gleicher Verdiinnung. 














Dauer Gerinnungszeiten von Nr. 
der Einwirkung SF POR Pee Se) Se Present sg 
15 Minsten....] & | & | » | o | v | w 
24 Stunden. ... 16’ ee ee 10’ Y } .-@ 
72 ” rem an oe 15’ 30’ | ae ee 35° | 6’ 
120 . es iy” | 38? w+ YF 45’ | 20 


Die zuerst deutlich beginstigende Wirkung des 
glykocholsauren Natriums 4uBert sich nach 24 Stun- 
den als eine ausgesprochene Hemmung (Nr. 5 zuerst 
1 Min., spaiter 40 Min., gegeniiber Kontrolle 8 resp. 16 Min.); 
die Wirkung der Verdiinnung mit Wasser und NaCl-Lésung 
(Nr. 2, 3, 4) ist nach 24 Stunden nur noch wenig ausgepragt 
und verschwindet allmahlich immer mehr. Uberhaupt zeigen 
die spaiteren Priifungen keine wesentlichen Verschiebungen mehr, 
nur eine langsame Abnahme der Serozymwirkung. BloB Natrium- 
bicarbonatzusatz (Nr. 6) zeigte das Optimum der Wirkung erst 
nach 24 Stunden und hielt das Serozym relativ langer bei 
hoherer Aktivitat. 

Im vorhergehenden Versuche wurde wohl eine Schadigang, 
aber keine vollstandige Zerstérung der Serozymwirkung durch 
zu weitgehende Hydrolyse bedingt. Wahlt man aber Agenzien, 
welche die Aufspaltung von EiweiB resp. seiner hoheren Ab- 
bauprodukte rasch viel weiter fiihren, so schwindet die Sero- 
zymwirkung des Serums in kurzer Zeit vollstiindig dahin. 

In dieser Weise wirkt Zusatz von Alkali ("/,,-NaOH, ja 
sogar Carbonatalkalescenz zerstért, wie in der friiheren Mit- 
teilung gezeigt wurde, Serozym und Thrombin), ferner Saéuren 
("/,9>HCl); auch die eiweiBspaltenden Kérper der Verdauungs- 
driisen (Pepsin, Trypsin) wirken schidigend auf das Serozym, 
wobei von besonderem Interesse ist, daB das weniger tief 
abbauende Pepsin weniger abschwacht als das Trypsin, 
das, entsprechend seinem Vermégen, Eiwei8kérper bis zu Amino- 
siuren zu spalten, das Serozym und selbst das im all- 
gemeinen widerstandsfahigere Thrombin fast sofort 
unwirksam macht. 

Protokoll 14. 1°/,ige Lésungen von Pepsin und Trypsin (Griibler), 
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mit Natriumbicarbonat neutralisiert, werden in der Dose 0,6 und 0,25 com 
mit je 0,05 com Hammeloxalatserum allein, sowie bei Anwesenheit von 
CaCl, (1 Tropfen), sowie von CaCl, + Cytozym (Leberlipoidemulsion, 
1 Tropfen der Verdiinnung *'/,.) 15 Min. stehen gelassen (Volumen durch 
Erganzung mit physiol. NaC] jeweils 1,5 ccm). Hierauf erfolgt Zusatz 
von Fibrinogenlésung; in der zweiten Versuchshalfte wurde fertige 
Thrombinlésung (aus Serum 0,5 + NaCl 9,0 +- CaCl, 0,5 + Cytozym 0,5) 
in der Dose von 0,75, 0,5 und 0,25 mit und ohne Zusatz von Pepsin 
und Trypsin auf Fibrinogenlésung gepriift. 





Pepsin Trypsin Kontrolle 














0,6 | 0,25 | 0,6 | 0,25 |NaClLésg. 
Serum allen ..... . a. | fi i fl 
sae, auclacs 6 | 88 ae 15’ 
» +CaCl,+Cytozym| 60 | 20’ fl. fl. 8’ 
Thrombinlésung 0,75 . . 2 |; — fl. _ 2 
‘ ge FS eee fl. ie oy 
, 025 ..| 6 20 fl ws 23)" 


Wir sehen somit, daB Trypsin sowohl das Serozym wie das bereits 
gebildete Thrombin in seiner Wirkung vollstandig aufhebt. Pepsin wirkt 
zwar deutlich schidigend, la4Bt aber doch noch eine gewisse Serozym- 
wirkung durchdringen; fertiges Thrombin wird in relativ geringem Mabe 
angegriffen. 

Auf einige andere, ahnlich wirkende Kérper, wie Cobragift, Hiru- 
din, wird spater niher eingegangen. Ob und inwieweit die angegebene 
Hemmung des Trypsins usw. sich auch gegen das Fibrinogen richtet 
und dessen Fillbarkeit durch Abbau herabsetzt, kann nicht leicht ent- 
schieden werden, da diese Stoffe, einma! zugesetzt, nicht mehr neu- 
tralisiert werden kénnen. 


Im vorhergehenden wurden die Eigenschaften des _ ,,Sero- 
zyms“ naher untersucht. Es erhebt sich nunmehr die Frage, 
ob sich die Substanzen, an welche die Serozymwirkung ge- 
bunden ist, chemisch naher charakterisieren lassen. 

Wir haben zuniachst eine Reihe verschiedener EiweiB8korper, 
die nach den iiblichen Darstellungsmethoden méglichst ,,rein“ 
erhalten worden waren, auf serozymartige Wirkung gepriift. 


In dieser Richtung wurden untersucht: 
A. Globuline: aus Blutserum, 
» LHiereiweib; 
ferner Legumin, Vitellin, Edestin. 
B. Albumine: aus Serum, 
» EiereiweiB. 
C. Ein Glykoproteid: Casein. 
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D. Nucleoproteide: Nuclein. puriss. Merck; 
ein aus Thymus des Kalbes von uns selbst her- 
gestelltes Nucleinpraparat. 

E. SchlieBlich wurde noch nucleinsaures Natrium aus Hefe 
(Merck) als 1°/,ige Losung in physiologischer NaCl 
gepriift. 

Die Eiwei8k6rper wurden meist in 0,5 bis 1°/,iger NaHCO,- 
Lésung gelést und davon fallende Mengen unter Zusatz von 
1 bis 2 Tropfen 1°/,iger CaCl,-Lésung mit Fibrinogen stehen 
gelassen. Die Kontrolle erhielt die gleichen Mengen reiner 
Bicarbonatlésung und denselben CaCl,-Zusatz. Die Globuline 
gaben hierbei eher eine Hemmung der Fibrinfallung (die 8S. 66 
erwahnten geringfiigigen Flockungen, welche die Kontrollen 
nach lingerem Stehen aufwiesen, blieben aus) ebenso Casein 
Nuclein und nucleinsaures Natrium wurden auch in Kom- 
bination mit wechselnden Mengen von Eieralbumin gepriift, 
gleichfalls ohne Erfolg. 

Das aus Kalbsthymus gewonnene Nuclein war zuerst durch bloBes 
Zerreiben blutfreier Organstiickchen in gesittigter NaCl-Lésung, Zentri- 
fugieren und Lésen des Bodensatzes in 1°/,iger Bicarbonatlésung und 
nochmaliges Zentrifugieren gewonnen worden. Der Abgu8 war in Dosen 
von 0,1 bis 0,05 com mit Kalk allein nicht wirksam; mit Serozym und 
Kalk zusammen trat aber schon in Dosen von 0,005 bis 0,01 ccm sebr 
schnelle Gerinnung ein, ein Beweis, daB es sich hier wohl um eine 
Cytozymwirkung handelte. Wir haben daher ein zweites Praiparat in 
der Weise dargestellt, da8 die Thymus zuerst getrocknet, fein zerrieben, 
das Pulver mit Alkohol und Ather extrahiert und in 1°/, NaHCO, ge- 
lést wurde. Das so erhaltene Nuclein hatte seinen Cytozymcharakter 
verloren, wies aber ebenfalls keine Serozymwirkung auf. 

Aus allen diesen Substanzen konnte somit eine irgendwie 
deutliche Serozymwirkung, d. h. das Vermégen, zusammen mit 
CaCl, (eventuell unter Zusatz von Cytozym) Fibrinogenlésungen 
auszufiallen, nicht beobachtet werden. 

Hingegen haben wir wiederholt an Eiereiwei8 schwache, 
aber unzweifelhafte Serozymeigenschaften beobachtet. 

Protokoll 15. Zwei frische Hiihnereier werden so gedéffnet, dab 
ein Teil des EiweiBes ohne Beimengung von Eigelb aufgefangen wird; 
das Eiwei8 wird mit dem 9fachen Volumen physiol. NaCl-Lésung ge- 
schiittelt und durch Watte filtriert. Von der klaren Lésung werden 
2,0cem mit 0,5 com einer 1°/,igen Lésung von glykocholsaurem Natrium, 
ein zweites Réhrchen mit 0,5 com physiol. NaCl fiir 14 Stunden in den 
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Brutschrank gestellt (unter Toluol), hierauf je 0,5 com mit CaCl,- resp. 
Cytozymzusatz (auf 1,5 ccm mit NaCl ergianzt) gegeniiber Fibrinogen 


gepriift. 
Mit 


Mit CaCl, CaCl, + Cytozym 
Ei I mit glykocholsaur. Na 8 St. netzig geronnen 5 St. netzig 
» ohne - 8 » wenig Flocken 5 » mehr netzig 
Ei I mit ” 8 » netzig geronnen 5 » fest 
» ohne . 8 » flockig.Bodensatz 5 » netzig 
Kon- { mit n 20 » klar 20 » klar 
tallet ohne r 20 » ” 20 » - 


Obne Kalkzusatz war eine Wirkung nicht erkennbar. Mit Serozym 
auf evtl. Cytozymcharakter gepriift, zeigten sich ebenfalls keine Unter- 
schiede gegeniiber der Kontrolle. (Eigelb hat dagegen ausgesprochene 
Cytozymwirkung.) 

Das Protokoll zeigt, daB EiereiweiB nach geeigneter Ver- 
diinnung und namentlich nach Vorbehandlung mit glykochol- 
saurem Natrium bei Gegenwart von CaCl, Fibrinogenlésungen 
zur Gerinnung zu bringen vermag. 

Auch an menschlichem Speichel haben wir eine ahnliche 
nicht sehr starke Serozymwirkung nachweisen kénnen. Da 
Mundspeichel schon an sich reich an Kalksalzen ist, ist fiir 
den Nachweis seiner Gerinnungsaktivitét kein weiterer Kalk- 
zusatz erforderlich. Mit Dosen von 0,3 bis 0,5 haben wir in 
der Regel Gerinnung von Fibrinogenlésung nach 20 bis 40 Min. 
erhalten; Cytozymzusatz war hierbei nicht beschleunigend'). Nach 
Erhitzen auf 56° ging diese Wirkung verloren. 

Aus den vorhergehenden Untersuchungen diirfte hervor- 
gehen, daB die im ersten Abschnitt aufgestellte Behauptung, 
die Serozymwirkung werde von gewissen Abbauprodukten aus- 
geiibt, berechtigt ist. Die Labilitét dieser Serumfunktion sowie 
die Méglichkeit, dieselbe durch verschiedene, die Hydrolyse 
beférdernde Eingriffe oder Zusiétze zu verstérken, wahrend zu 
weit gehender Abbau schadigend wirkt, weist auf ein wahr- 
scheinlich zu den Polypeptiden zu stellendes Abbauprodukt 
hin, das bei der Serozym- resp. Thrombinbildung aus den 
SerumeiweiBkérpern entsteht. 

1) Ein fiir die Theorie der Cytozymwirkung (s. u.) nicht uninter- 
essantes Detail, welches zeigt, daB die faillenden Ca-Verbindungen schon 
fertig im Speichel vorhanden sind, nicht erst (wie im Serum) durch 
Hydrolyse freigemacht werden miissen. 











Chemie und Physiologie der Blutgerinnung. II. 169 


Wir haben versucht, ob eine Isolierung dieser, die Serozym- 
wirkung ausiibenden Abbauprodukte aus dem Serum gelingt, 
und haben hierzu die schon oben erwahnte Methode der Al- 
koholfallung benutzt’). Es ist uns nicht gelungen, auf diesem 
Wege eine Lésung von bloBen Abbauprodukten zu erzielen, 
die schon allein Serozymwirkung ausgeiibt hitten. Da aber 
die diesbeziiglichen Versuche einige gerinnungsphysiologisch 
interessante Befunde ergeben haben, sei hier etwas naher auf 
dieselben eingegangen. 

Die Methode der Isolierung gewisser, tieferer (vielleicht 
noch polypeptidartiger). Abbauprodukte aus Seren besteht 
darin, daB 1 Teil Serum mit 5 Teilen absoluten Alkohols 
gut vermischt, einige Stunden stehen gelassen, dann filtriert 
wird. Die alkoholische Lésung, welche solche Abbaupro- 
dukte der SerumeiweiBe und auch Cytozyme enthialt, wird 
durch Destillation vom Alkohol befreit, der Riickstand ein- 
getrocknet und wiederholt mit Ather digeriert, um die Lipoid- 
cytozyme zu entfernen. Der so erhaltene Riickstand wird in 
Wasser gelést und auf das urspriingliche Serumvolumen ge- 
bracht *). 

Wir méchten dieses Verfahren, das viel brauchbarere Re- 
sultate zu liefern scheint als die bisher meist angewendete 
Dialysiermethode, auch fiir andere physiologische Untersuchungen 
empfehlen, bei denen es darauf ankommt, tiefere EiweiBabbau- 
produkte vom kolloidalen EiweiB ohne besondere Eingriffe zu 
trennen und quantitativ zu bestimmen. 

Durch die Behandlung mit Alkohol wird das Serum in 
zwei Fraktionen geschieden, die alkohollésliche, welche die 
tieferen Abbauprodukte, Lipoide und Salze enthalt, und die 
durch Alkohol gefillte, hauptsaichlich aus Eiwei®korpern und 
peptonartigen Stoffen bestehende Fraktion. Untersucht man 
die alkoholische Fraktion aus verschiedenen Seren mit der 





1) Die von Bordet angegebene Methode der Adsorption an Kalk- 
phosphatniederschlage schien uns, da hieran auch andere Stoffe und Ei- 
weiB selbst adsorbiert werden kénnen, fiir unsere Zwecke nicht geeignet. 

*) Dieser enthalt neben dem koagulierten Eiwei8 noch héhere, Al- 
bumosen- oder Pepton-aihnliche, alkoholfallbare Abbauprodukte, die durch 
ihre Léslichkeit in Wasser oder NaCl-Lisung die teilweise Wiederauf- 
lésung des Koagulums erméglichen. 
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Technik der Gerinnungsphysiologie, so ergibt sich, daB die- 
selbe stets deutliche Cytozymwirkung ausiibt, d.h. die Throm- 
binbildung in serozymhaltigen Seren wesentlich beschleunigt ; 
diese Eigenschaft findet sich auch dann in diesen Lésungen, 
wenn die beigemischten Lipoide durch Atherextraktion ent- 
fernt werden. Es geht daraus hervor, daB es cytozym- 
artige Stoffe gibt, die sicher nicht zu den Lipoiden 
gehéren, sondern hoéchstwahrscheinlich gewisse Ei- 
weiBabbauprodukte sind. Derartige Stoffe finden sich in 
allen Seren, auch in den mit allen Kautelen zellfrei gewon- 
nenen Plasmen und daraus stammenden Seren, so daB der 
SchluB8 erlaubt scheint, daB diese wasserléslichen Cyto- 
zyme schon im strémenden Blute vorkommen. Serozym- 
wirkung, d.h. das Vermégen, mit Kalk zusammen Fibrinogen 
auszufallen, war an diesen Abbauprodukten nicht nachweisbar. 

Die EiweiBfraktion des mit Alkohol gefillten Serums ist, 
da der gréBte Teil der Abbauprodukte entfernt ist, fast unléslich 
in NaCl-Lésung. Durch Pulverisieren und langeres Stehen in 
physiol. NaCl-Lésung gelingt es gleichwohl, etwas von dem 
Niederschlag in kolloidale Lésung zu bringen. Derartige Léo- 
sungen zeigen nun je nach dem Ausgangsmaterial serozym- 
oder thrombinartige Wirkung, wie das folgende Protokoll zeigt. 
Von Interesse hierbei ist, daB die Serozymwirkung (falls eine 
solche vorhanden ist) durch Zusatz der zweiten, alkoholléslichen 
Komponente sehr verstarkt wird. 

Protokoll 16. Mehrere Seren werden in der Menge von 3,0 
mit 50 ccm absol. Alkohol vermischt, mehrmals aufgekocht und hierauf 
vom Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wird eingetrocknet, mit Ather 
extrahiert und in 3,0 Wasser gelést (Alkoholfraktion). Das auf dem 
Filter zuriickgebliebene Eiwei8koagulum wird nach Verdunsten des Al- 
kohols in einer Reibschale pulverisiert und je 0,05 g mit 5,0 NaCl-Lésung 
wiederholt geschiittelt und dann 16 St. im Kiihlraum stehen gelassen. 
Hierauf wird durch Watte filtriert (EiweiBfraktion). Die Seren stammen: 
Nr. 1 aus Hammeloxalatplasma, durch Recalcifieren gewonnen; Nr. 2 
und 3 normale Menschenseren, aus Gesamtblut durch spontane Gerinnung 
erhalten. 


Prifung der Alkoholfraktion auf Serozym- resp. Cytozym- 
charakter. 


a) Auf Serozym: Je 0,3 der oben erwahnten Lésung werden ge- 
prift mit Fibrinogen allein, ferner unter Zusatz von 0,3 CaCl,-Lésung 
sowie von 0,2 Cytozym (Leberlipoid) -+- 0,3 CaCl,. 














Chemie und Physiologie der Blutgerinnung. II. 171 


b) Auf Cytozym: Je 1 Tropfen eines Hammelserums (aus Oxalat- 
plasma) -++- 1,0 NaCl ++ 0,1 CaCl, +- fallende Mengen der Alkoholfraktion ; 
nach 5 Min. 1,0 Fibrinogenldsung. 




















a) 
Alkoholfraktion Kontrolle 
Zasate 1 | 2 | 8 _|(aCr-Lsung) 
pete eek f Pere f me": 
0 kes ar ear ae | fl. fl. fl. 
M. hie M. Spur | M. Spur M. Spur 
0,3 CaCl, + 0,2 Cytozym } Gerinnsel | Gerinnsel | 'Gerinnsel| Gerinnsel 














b) 
Menge der Serum 
Alkoholfraktion 1 ia? @ | a 1 os Kontrolle 
eS Eee ae 
? | | ‘ — 
0,025 15’ 12’ vy | 2 





3a bedeutet Alkoholfraktion von Serum 3 nach 1 St. Erhitzen 
auf 56°. 

c) Prifung der EiweiBfraktionen dieser Seren: Je 0,5 der 
wie oben angegeben dargestellten Lésungen werden mit 0,5 NaCl-Lésung 
versetzt, oder mit 0,3 CaCl,-Lésung, oder mit 0,3 CaCl, -+- 0,2 Cytozym- 
emulsion, oder mit 0,3 CaCl, + 0,3 der entsprechenden Alkoholfraktion ; 
ferner mit 1,0 ane. 




















a ~ Alkoholfallung aus Serum ed 
Eee ee. Lo Ee. 
Nur ee: ...| 38—48t. 100° | 120 fl. 
CaCl, . qeait 10’ ee 50’ fl. 
CaCl, + Cy Cytozy ed gig 2/,/ 40’ 50’ fl. 
CaCl, + Alkobolfraktion ; or” _— 25’ _ 


d) Priifung des Serozymgehaltes der drei Seren: Je 0,1 
-+ 1,0 NaCl, ferner mit 0,1 CaCl, resp. CaCl, + Cytozym. 




















ea Serum 
usatz 1 9 3 
0 10 St. 90’ 30° 
Ce ss ORL oN 11’ 45’ 30’ 
CaCl; +Cytozym. . a ee 25’ 


Protokoll a) zeigt keinen Einflu8 auf die Fibrinogenlésung, selbst 
bei Zugabe von Cytozym; es ist somit nicht gelungen, das Serozym in 
noch wirksamer Form durch Alkohol zu extrahieren, obwohl von den 
hierzu verwendeten Seren Nr. 1 starken Serozymgehalt besa8 [Prot. d)]. 
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Hingegen ergaben die Alkoholfraktionen durchgehends eine deutliche 
Beschleunigung der mit Serozym hervorrufbaren Gerinnung [Prot. b)]}; 
diese Wirkung ist thermostabil. Die Alkoholfiallung enthalt K6rper ad- 
sorbiert, die serozymartige Eigenschaften haben, d. h. Abbauprodukte, 
die mit CaCl, faillende Salzverbindungen liefern. Der Gehalt an diesen 
Stoffen ist demjenigen des verwendeten Serums proportional; in serozym- 
armen Seren ist er sehr gering, ja hier sind oft iiberhaupt nur Abbau- 
produkte, die schon mit Kalk versehen sind (Thrombin) nachweisbar. 
(Mit diesen identisch ist auch das ,Schmidtsche Thrombin“, nach den 
Angaben des Autors aus Rinderserum durch Alkoholfallung hergestellt.) 
Serozymreiche Seren (Nr. 1) ergeben hingegen auch ziemlich gut als 
Serozym wirksame Fallungen. Zum Teil diirfte es sich hierbei um 
Abbauprodukte handeln, die erst im Laufe der sehr langsam und 
nur teilweise erfolgenden Lésung des EiweiBniederschlages durch all- 
mahliche Hydrolyse frei werden. Fiir diese Annahme spricht auch die 
vorziigliche Wirkung des Zusatzes der alkoholléslichen Abbauprodukte 
desselben Serums, also von Stoffen, die die hydrolytischen Spaltungen 
begiinstigen. 

Es scheint uns von Interesse, daB es durch Vereinigung 
beider Fraktionen gelingt, eine weitaus bessere Thrombinwirkung 
zu erzielen, als es bei der Verwendung derselben Menge un- 
gespaltenen Serums (und bloBen CaCl, -+- NaCl-Zusatz) mdglich 
ist, obwohl nur ein kleiner Teil der EiweiBfallung des Serums 
in Lésung geht; ein Beweis, daB es sich nicht wohl um einen 
schon im Serum vorhandenen, sondern um einen durch Abbau 
neu entstehenden Korper handelt. 

DaB es nicht méglich ist, an den aus serozymhaltigen 
Seren isolierten Abbauprodukten Serozymwirkung nachzuweisen, 
kann vielleicht an der Labilitét dieser Verbindungen liegen, 
derzufolge sie in waBriger Loésung (beim Abdestillieren des 
Alkohols, Eintrocknen) namentlich bei Gegenwart von anderen 
niederen Abbauprodukten leicht zerfallen diirften. Andererseits 
kénnte die Tatsache, daB man bei der Alkoholfallung die sero- 
zymartig wirkenden Stoffe am EiweiSniederschlag nachweisen 
kann, darin ihre Erklarung finden, daB dieselben héhere, poly - 
peptidartige und daher alkoholfaillbare Abbauprodukte sind 
Wir finden daher Serozym und Thrombin bei Alkoholfallungen 
von Seren am EiweiBniederschlag, ahnlich wie bei der Throm- 
bingerinnung von Plasmen an den Fibringerinnseln (von wo 
sie durch Wiederauflésung des Koagulums durch Autolyse 
wieder frei werden kénnen: Nolfs ,,Thrombinlésung“). 
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' Die ,,Cytozym“-Komponente. 

Nach den bisherigen Vorstellungen iiber die Thrombin- 
bildung ist auBer dem Serozym und Kalksalzen noch ein 
dritter Faktor fiir das Zustandekommen der Gerinnung not- 
wendig oder doch von wesentlichem Einflu8*); als solche wurden 
von einzelnen Forschern untereinander sehr verschiedene Stoffe 
beschrieben und mit entsprechenden Namen bezeichnet (Zymo- 
plastische Substanzen nach A. Schmidt, Thrombokinase nach 
Morawitz, Cytozym nach Fuld und Spiro, Bordet und 
Delange, Thrombozym nach Nolf usw,). 

Einige Autoren sind der Ansicht, daB es sich hierbei um 
lipoidartige Substanzen handeln diirfte (alkoholische Organ- 
extrakte nach Wooldridge und A. Schmidt, Lipoide der 
Lecithingruppe nach Bordet und Delange, Zak u. a.), wah- 
rend andere (Morawitz, Fuld und Spiro, Nolf) eiweiBartigen 
Stoffen des Zellplasmas diese Wirkung zuschreiben. Nolf hat 
die Lipoidemulsionen bloB als ,,thrombopiastische Substanzen“ 
neben dem an der Bildung des Thrombins aktiv beteiligten 
Thrombozym gelten lassen. 

Wir verstehen im folgenden unter ,Cytozym* ganz 
allgemein Stoffe, die in serozymhaltigen Seren eine 
Steigerung ihrer Thrombinwirkung hervorrufen, wiah- 
rend sie allein (bei Kalkzusatz ohne Serozym) Fibrinogen 
nicht wesentlich beeinflussen. 

Wir haben im Laufe unserer Untersuchungen iiber das 
Serozym gesehen, da verschiedene Stoffe oder Zusitze, welche 
die Hydrolyse eines Serums erhéhen, dessen Thrombinwirkung 
steigern (Verdiinnung mit Wasser, "/,,,-HCl, ferner gallensaure 
Alkalien usw.). Bekannt ist ferner, daB die Glaswand von 
GefaBen oder adsorbierende Pulver (Glaspulver, Kaolin u. a.) 
die Gerinnung beférdern; noch stérker wirken kolloidal verteilte 
Lipoidemulsionen, also eine Reihe von Kérpern, die adsorptionse 
fahige Oberflichen aufweisen. Da8 aber andererseits derartige 
Oberflichen und eine mehr oder weniger feine kolloidale Sus- 


1) Pekelharing hat die Ansicht ausgesprochen, daB die Cytozyme 
nicht eigentlich zur Gerinnung notwendig seien, da auch mit Petrolather 
phosphatidfrei gemachte Plasmen gerinnen. Zur Erklirung der férdern- 
den Wirkung nimmt er eine Neutralisation hemmender Stoffe durch 
Lecithin usw. an, ohne daB er diese Annahme geniigend stiitzen kénnte. 
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pension fiir eine cytozymartige Wirkung nicht allein maBgebend 
sind, zeigt die Tatsache, daB auch wasserlésliche EiweiBabbau- 
produkte, also echte und vollstindig klare Lésungen, aus- 
gesprochenen Cytozymcharakter aufweisen kénnen, wahrend 
andererseits nicht alle kolloidal verteilten Stoffe als Cytozyme 
wirken (z. B. Cholesterinemulsionen usw.). 

Wenn wir die ihrer Natur nach recht verschiedenen K6rper, 
an denen cytozymartige Wirkungen nachweisbar sind, nach 
einheitlichen Gesichtspunkten ordnen, so lassen sich drei Haupt- 
gruppen derselben unterscheiden: 

1. K6rper, die durch ihre Oberflache wirken (thrombo- 
plastische Substanzen). 

2. Rein chemisch wirkende Stoffe, die als Abbauprodukte 
ihrerseits abbauend wirken’). 

3. Korper, die beide Eigenschaften vereinigen, d. h. sowohl 
infolge ihrer physikalischen wie chemischen Beschaffenheit die 
Thrombinbildung beeinflussen. 

Wir méchten aber sofort betonen, daB wir allen diesen 
Stoffen, gleichgiiltig welcher Gruppe sie angehéren, im wesent- 
lichen eine &hnliche Wirkungsweise zuschreiben, nam- 
lich die, eine vermehrte Bildung von serozymartigen 
Abbauprodukten im Serum hervorzurufen, dadurch, 
daB sie die Hydrolyse begiinstigen. 

Die in Gruppe 1 gehérigen K6rper, fiir die wir den von 
Nolf eingefiihrten, von diesem Autor allerdings anders ver- 
wendeten Namen”) der ,,thromboplastischen Substanzen“ bei- 
behalten méchten, wirken zufolge ihrer gut adsorbierenden 
Oberflachen. Es ist bekannt, daB Kaolin, Kieselgur usw. aus 
1) Siehe die von E. Herzfeld entwickelte Theorie iiber Lésung 
und Fiallung der EiweiSkérper, diese Zeitschr. 70, 262, 1915. 

*) Die Unhaltbarkeit der von Nolf gegebenen Theorie der Ge- 
rinnung zeigt sich auch in der nach diesem Autor ganz unklar bleiben- 
den Wirkungsart der gerinnungsférdernden Faktoren, Nicht nur die 
verschiedenen Cytozyme, wie Pulver, Lipoidemulsionen usw., sondern 
auch Zusatz von bloBem Wasser faBt dieser Autor unter den Begriff der 
thromboplastischen Wirkung zusammen; in einer seiner letzten Arbeiten 
wird selbst das Thrombin als thromboplastische Substanz aufgefaBt, das 
seinerseits zu vermehrter Thrombinbildung anrege. Wir haben eine 


autokatalytische Beschleunigung der Thrombinbildung bisher experi- 
mentell nicht bestatigen kénnen. 
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Lésungen vornehmlich kolloidale Bestandteile an sich reiSen 
(Entfarben mit Tierkohle, Kliren mit Kieselgur usw.). 

Hierdurch werden EiweiSlésungen nicht nur armer an 
kolloidalem EiweiB, sondern es wird auch ein Teil der von 
letzterem adsorbierten Abbauprodukte aus der Lésung entfernt; 
so wird die Méglichkeit gegeben, daB eine weitere Hydrolyse 
einsetzt (bekanntlich begiinstigt der Zusatz solcher adsorbieren- 
den Stoffe die Autolyse in Seren), und serozymartige Abbau- 
produkte entstehen. Andererseits diirfte ein Teil der giinstigen 
Wirkung der thromboplastischen Substanzen auf Entfernung 
von hemmenden, d.h. die Léslichkeit des Fibrins erhéhenden 
Abbauprodukten durch die Adsorption an diese Kérper beruhen. 
Nur so ist es mdglich, daB diese Zusatze gelegentlich ebenso 
gut wirken wie eigentliche Cytozyme, wiahrend ihre hydro- 
lytische Wirkung hinter derjenigen der in Gruppe 2 und 3 
zusammengefaBten Stoffe in der Regel weit zuriicksteht. 

Die in der Literatur haufig ausgesprochene Ansicht, wonach diese 
Kérper dadurch wirken sollen, daB sie als feste Partikelchen Zentren 
fiir die Gerinnung abgeben, an denen sich die ersten Fibrinfaden an- 
setzen (ahnliches wurde auch von den Blutplattchen und Blutzellen be- 
hauptet), kénnen wir nicht teilen; wenn sie iiberhaupt zutrifft, so kénnte 
sie héchstens eine ganz untergeordnete Rolle spielen. Vergleicht man 
namlich die Gerinnung von Réhrchen, in denen derartige Partikelchen, 
wie Kaolin, Kohle, Ca-Oxalatniederschlag usw. suspendiert wurden, mit 
solchen, wo die Koagulation ohne die geringste Triibung des Mediums 
vor sich geht, so findet man hiaufig keinen Unterschied in der Ge- 
rinnungsdauver, nur die Festigkeit des Koagulums ist begreiflicherweise 
bei Einschlu8 fester Teilchen eine gréBere. Sehr stark adsorbierende 
Stoffe, wie Kohle oder Kaolin, kénnen unter Umstinden sogar direkt 
ungiinstig wirken, da sie auch das Fibrinogen adsorbieren und daher 
fetzig ausfallen, so daB eine regelrechte Gerinnung verhindert wird. 


Gruppe 2. Hierher gehéren die verschiedenen aus Blut 
oder Organen mit Wasser oder Alkohol usw. extrahierbaren, 
wasserléslichen Abbauprodukte von EiweiBkérpern; in Abwesen- 
heit von Eiwei8 sind dieselben thermostabil; mit hitzekoagulier- 
baren K6érpern zusammen erhitzt, geht die Wirkung solcher 
Extrakte meist mehr oder weniger verloren, weshalb von 
manchen Forschern eine ,,Ferment“natur derselben angenommen 
wurde. Wir sind vielmehr der Ansicht, daB die Inaktivierung 
infolge der Zustandsinderung der Kolloide und zu weitgehender 
Hydrolyse der EiweiBabbauprodukte bei 56° eintritt. 
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Auch viele chemisch reine Kérper, wie Aminoséuren und 
Polypeptide, gehéren hierher, wie dies namentlich von Zuntz 
und Gyorgy in ihren eingehenden Studien dieser Frage fest- 
gestellt wurde *). 

Gruppe 3. Hierher sind in erster Linie waBrige Emulsionen 
von Lipoiden, wie sie nach Extraktion verschiedener Organe 
mit Alkohol erhalten werden, ferner einige Seifen (élsaures 
Natrium) usw. zu stellen. Als sehr feine Emulsionen (sie sind 
meist koktostabil, aber nicht sehr haltbar) kénnten sie durch Ober- 
flachenwirkungen eine Rolle spielen. Sicher ist aber auch, da8B 
die chemische Beschaffenheit der Korper dieser Gruppe von 
Bedeutung ist. Denn wir sehen bei manchen derselben nicht 
nur eine gegeniiber den bloB adsorbierenden Stoffen unver- 
gleichlich gréBere Wirksamkeit, sondern auch eine groBe Ver- 
schiedenheit unter den einzelnen Lipoidextrakten, die ja nach 
der Natur des Ausgangsmaterials, nach der Extraktionsart usw. 
sehr ungleich aktiv sind. Fiir die Annahme, daB auch diese 
Stoffe durch vermehrte Hydrolyse und somit durch gesteigerte 
Serozymbildung wirken, spricht der Befund eines gréBeren 
Gehaltes mit Ninhydrin reagierender Stoffe in Seren, die einige 
Zeit mit denselben bei Anwesenheit von Kalk digeriert werden. 
(Bestimmung in der alkoholléslichen Fraktion nach der oben 
beschriebenen Methode.) Auf welche Weise aber die Abbau- 
vorgange hierbei zustande kommen, ob die Lipoidteilchen mit 
Abbauprodukten Bindungen eingehen oder gewisse Stoffe elektiv 
adsorbieren, ferner wieweit die jeweilige Wirkung nicht dem 
Lipoid als solchem, sondern anhaftenden Verunreinigungen mit 
EiweiBabbauprodukten zuzuschreiben ist, bedarf noch ein 
gehenderer Untersuchung. (Tatsichlich lassen sich solche Ab- 
bauprodukte in Lipoidextraktemulsionen bei der Dialyse in 
calorimetrisch meBbaren Mengen nachweisen). Von Interesse 
fiir diese Frage ist jedenfalls, daB8 die Wirksamkeit der Organ- 
lipoide bei dem Versuch, sie méglichst rein darzustellen, wesent- 
lich abnimmt (Bordet und Delange). 





1) Diese Autoren fanden u. a. daB die Wirkung der aktiv be- 
fundenen Abbauprodukte dann am besten zum Vorschein kommt, wenn 
dieselben einige Zeit mit dem Serozymserum digeriert werden, ferner, 
daB zu groBe Dosen wieder hemmen. Beides Befunde, die fiir die von 
uns angenommene Hydrolyse als Ursache der giinstigen Wirkung sprechen. 
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Wir fiihren als Beispiel fiir gewisse Unterschiede, die zwi- 
schen den thromboplastischen Substanzen und den Cytozymen 
im engeren Sinne bestehen, folgende zwei Versuche an: 

Protokoll 17. Eine Cytozymemulsion ven Leberlipoiden und eine 
Kaolinsuspension, beide in phys. NaCl-Lésung, werden auf gerinnungs- 
beférdernde Wirkung gepriift: 1. mit einem sog. metastabilen Kaninchen- 
plasma, 2. mit der gewdhnlich verwendeten Hammelserozymldésung. 

1. Das durch Auffangen des Blutes im paraffinierten GefaB, rasches 
Abkiihlen und langeres Zentrifugieren erhaltene Plasma wird in der 
Menge von je 1,0 in drei Réhrchen verteilt. Réhrchen 1 erhialt als 
weiteren Zusatz nur 0,2 physiol. NaCl-Lésung und gerinnt nach 16 Min. 
Rohrchen 2 erhalt 0,2 der Cytozym-, Réhrchen 3 ebensoviel der Kaolin- 
emulsion; beide gerinnen nach 2 Min. 

2. In drei Réhrchen kommt je 1,0 NaCl-Lésung + je 1 Tropfen 
Serozym -+ 2 Tropfen CaCl,-Lésung, ferner in Réhrchen 1 0,2 NaCl- 
Lésung, Réhrchen 2 0,2 Cytozym-, Réhrchen 3 0,2 Kaolinsuspension. 
Nachdem die drei Réhrchen 10 Min. gestanden haben, wird je 1,0 
Fibrinogenlésung zugesetzt; Nr. 1 gerinnt nach 18 Min., Nr. 2 nach 
1"), Min., Nr. 3 mehr netzig unvollsténdig nach 20 Min. 

Wir sehen somit denselben Stoff, Kaolin, einmal sehr aktiv, 
das andere Mal ganz unwirksam, ja geradezu hemmend. Nach 
dem ersten Versuche kénnte man geneigt sein, das Kaolin auf 
eine Stufe mit dem Leberlipoid zu stellen und beiden eine 
identische Wirkung zuzuschreiben. Nach dem zweiten Versuch 
miBte dagegen das Kaolin als ganz unwirksam, wenn nicht als 
hemmend bezeichnet werden. Das ungleiche Ergebnis erklart 
sich aber dadurch, daB das Kaolin im Plasma, wo (im paraf- 
finierten Glas) die Bedingungen fiir eine Serozymentstehung sehr 
ungiinstige sind, zu einer Bildung solcher Abbauprodukte An- 
laB gibt, daneben wahrscheinlich durch Adsorption anderer 
Stoffe die Gerinnbarkeit des Milieus steigert. Im zweiten Falle 
sind dagegen schon relativ gute Bedingungen fiir eine Serozym- 
bildung gegeben (Verdiinnung, Glaswand), ein schwach hydro- 
lytisch wirkender Stoff kann daher keine wesentliche Steige- 
rung mehr erzeugen, ja die Gerinnung wird sogar durch Ad- 
sorption von Serozym und Fibrinogen erschwert. Wahrend 
kraftig auf die Serozymbildung wirkende Stoffe, wie Lipoid- 
emulsionen, in beiden Fallen eine starke Thrombinbildung be- 
wirken. 


Biochemische Zeitschrift Band 75. 12 
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Auf Grund der vorhergehenden Untersuchungen gelangen 
wir zu folgender Auffassung des Gerinnungsvorganges: Das 
Wesentliche bei der Thrombinbildung ist die Entstehung und 
geniigende Anwesenheit von CaCl,-Serozym, d. h. CaCl,-Salz- 
verbindungen gewisser Abbauprodukte. Die Cytozyme (im wei- 
testen Sinne) wirken dadurch, da8B sie die Bildung solcher 
Abbauprodukte steigern. 

Es erhebt sich daher zuniachst die Frage, ob das unter 
Anwesenheit von Cytozym -entstandene ,,Thrombin“ tatsachlich 
nichts anderes als Serozym ist und ob nur eine quantitative 
und nicht doch auch eine qualitative Veranderung desselben bei 
der Thrombinbildung anzunehmen ist? 

Es sei hier zunichst die Tatsache angefiihrt, da8 mit CaCl, 
versetztes méglichst reines ,Serozym“ eine Fibrinogenlésung nie 
vor einer relativ liangeren Reaktionszeit (im giinstigsten Fall 
etwa 6 bis 10 Min.) zur Gerinnung bringt, wihrend gute Thrombin- 
lésungen dies schon nach 50 bis 60 Sekunden bewirken. Die 
Gerinnungsdauer kann bei bloBer Verwendung von Serozym, 
d. h. serozymhaltigem Serum, nicht unter diese Grenze gebracht 
werden. Vermehrter Kalkzusatz ist belanglos; erhéht man die 
Menge des Serums, so wird im Gegenteil sehr bald eine Ver- 
zogerung der Gerinnung beobachtet. Alles weist darauf hin, 
daB bei einer gegebenen Verdiinnung im Serum nur eine be- 
schrinkte Menge Serozym frei wird, worauf ein Gleichgewicht 
eintritt und keine weitere Hydrolyse stattfindet. Wird starker 
verdiinnt, so kann zwar durch weitere Hydrolyse etwas mehr 
Serozym frei werden, die gleichzeitige Verdiinnung macht dies aber 
illusorisch; wahrend bei Verwendung von konzentrierterem Serum 
die Hydrolyse geradezu vermindert sein muB. Das vorhandene 
Serozym geht bei Anwesenheit von CaCl, in die wirksame 
Salzverbindung iiber, bleibt aber in einer Konzentration, die 
eine sofortige Gerinnung von zugesetztem Fibrinogen nicht er- 
moglicht. Sowie wir in eine derartige Serozymlésung ein gut 
wirksames Cytozym bringen, also einen Stoff der Gruppe 2 oder 
3, so setzt eine Steigerung der Serozymbildung ein, wobei die 
Gegenwart geniigender CaCl,-Mengen von gréBter Bedeutung ist. 
Es zeigt sich namlich, daB Serozym und Cytozym bei Fehlen 
von CaCl, nicht aufeinander einwirken, eine laingere Zeit ge- 
standene Mischung beider Stoffe sich vielmehr wie eine ent- 
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sprechende frischbereitete verhalt. Diese Tatsache weist darauf 
hin, daB die unter dem Einflu8 des Cytozyms entstehenden sero- 
zymartigen Abbauprodukte stets sofort in CaCl, -Verbindungen 
umgewandelt werden miissen, wodurch die Bedingungen fiir 
weitere Hydrolyse und neué Serozymbildung durch das Cytozym 
gegeben sind. So kommt eine wesentlich héhere Konzentration 
von CaCl,-Serozym zustande, als sie bei Fehlen eines hydro- 
lytisch wirkenden Agens méglich ware, und dadurch diirfte sich 
die hohe Wirksamkeit des Thrombins im Gegensatz zum bloBen, 
d. h. ohne Cytozym entstandenen CaCl,-Serozym erklaren. 
Diese Hydrolyse verlangt einige Zeit (die Dauer der Thrombin- 
bildung bei Gerinnungsversuchen), bis die maximale Menge 
wirksamer Abbauprodukte entstanden ist. Hierauf bleibt die 
Lésung einige Zeit aktiv, um bald rascher, bald langsamer 
wieder an Wirksamkeit einzubiiBen (s. Prot. 20 und 21; vgl. 
ferner das iiber den ,,Serozmygehalt“ der bei Cytozymanwesen= 
heit geronnenen Seren Gesagte). Worauf diese Abnahme der 
Aktivitét beruht, mu8 vorlaufig als unentschieden gelten. 
Man kénnte daran denken, daB das Serozym trotz seiner Bin- 
dung an CaCl, schlieBlich doch einer zu weitgehenden Hydro- 
lyse verfallt. Die bekannte Tatsache, daB inaktiv gewordene 
Seren (durch die hypothetische Umwandlung des Thrombins in 
»Metathrombin“) nach kurzer Behandlung mit Alkali oder 
Saure, also mit hydrolytisch wirkenden Agentien, wieder throm- 
binhaltig werden, lieB allerdings annehmen, daB sich vielleicht 
das Thrombin beim Stehen des Serums mit anderen Abbau- 
produkten synthetisiert und so héhere Verbindungen entstehen, 
die durch Lauge usw. wieder in die wirksamen Bestandteile 
aufgespalten werden. Wahrscheinlicher aber ist, da durch 
die hydrolytische Wirkung neue, serozymartige Abbauprodukte 
entstehen. (Auf verschiedene, hierher gehérige Beobachtungen 
soll bei anderer Gelegenheit eingegangen werden.) 

Es ware auch denkbar, daB die Cytozyme der Gruppe 3 dadurch 
wirken, daB sie das jeweils entstehende CaCl,-Serozym adsorbieren und 
auf ihrer Oberfliche konzentrieren. Ein an Kaolin oder Kohle adsor- 
biertes Thrombin oder Serozym wird hierdurch inaktiv, d.h. eine solche 
Kaolinsuspension wirkt nicht faillend auf Fibrinogen. Bei den viel klei- 
neren Kolloidteilchen der Lipoidemulsion wire aber eine Adsorption in 


noch wirksamer Form wohl méglich. Diese Frage mu8 vorlaufig offen 
bleiben. 


12* 
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Es bleibt ferner die Méglichkeit zu erwigen, ob gewisse Cytozyme 
(speziell die Abbauprodukte, [Gruppe 2) die ihrem Bau nach vom Serozym 
nicht wesentlich verschieden sein diirften), nicht ihrerseits bei der gegen- 
seitigen Einwirkung mit dem Serozym so verindert werden, daB sie als 
CaCl,-Salzverbindungen Fibrinogen fallende Eigenschaft erlangen. 

Aus diesen Erwaigungen geht hervor, da8 es verfriiht wire, 
allen Cytozymen eine ganz identische Wirkung in bezug auf das 
Serozym und die Thrombinbildung zuzuschreiben. Es wird sich 
vielmehr fiir das weitere Studium der: Cytozymwirkung emp- 
fehlen, gerade den Unterschieden zwischen den einzelnen Cyto- 
zymarten nachzugehen. Doch méochten wir vorlaiufig an der 
oben geaéuBerten Ansicht festhalten, daB das Wesentliche aller 
dieser K6rper in einer Steigerung der Serozymbildung zu suchen 
ist. Da wir das CaCl,-Serozym an sich als das bei der Gerinnung 
wirksame Agens ansehen, méchten wir das eingangs gegebene 
Schema des Gerinnungsvorganges folgendermaBen verandern: 


Serum (Prothrombin) 
| 
Hydrolyse «—Cytozym 


Serozym CaCl, 
toe ee et He 

CaCl,-Serozym 
(Thrombin) 


~,, 
al e 


Fibrin 
wobei die Rolle der Cytozyme als eine auf die Hydrolyse ge- 
wisser SerumeiweiSkérper (Prothrombin) gerichtete gekenn- 
zeichnet ist. 

Wir méchten hier zunachst auf den Einwand eingehen, 
daB es nicht erwiesen sei, daB eine Thrombinbildung wirklich 
ganz ohne Cytozym stattfinden kénne. Denn die als ,,Serozym“ 
verwendeten Seren kénnen, auch wenn sie aus sorgfaltig und 
zellfrei gewonnenem Plasma stammen, doch geringe Mengen 
Cytozyms enthalten. Wir haben ja selbst auch aus derartigen 
Seren durch die Alkoholfillungsmethode gute ,,Cytozyme“ ex- 
trahieren kénnen. Nun ist aber nach dieser Extraktion, die 
gerade die cytozymartigen Stoffe entfernt, eine deutliche Ge- 
rinnungsaktivitét an dem Alkoholniederschlag nachweisbar, und 
die daraus hergestellten Lésungen bringen Fibrinogen ohne 


Fibrinogen 
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Cytozym, bloB auf Zusatz von Kalk, zu rascher Gerinnung. 
Einen weiteren Beweis fiir die von uns aufgestellte Behauptung 
sehen wir ferner in dem im ersten Teil berichteten Verhalten 
von Fibrinogenlésungen; diese gerinnen (Fraktion I) auch ohne 
Cytozym durch bloBen Kalkzusatz. Da8 hier nicht neben 
»Serozym“ noch ,Cytozyme“ adsorbiert und an der Reaktion 
beteiligt sind, geht aus dem Verhalten des alkoholischen Ex- 
traktes solcher Fibrinogenlésungen hervor (s. Prot. 4), die auf 
die Gerinnung nicht férdernd, sondern hemmend wirken, somit 
kein Cytozym mehr nachweisbar enthalten. Sowie man sich 
iibrigens auf den Boden der von uns aufgestellten Theorie der 
Fibrinfallung stellt, fallt die Frage nach der Notwendigkeit des 
Cytozyms von selbst dahin. 

Es sei hier noch auf die Tatsache eingegangen, daB das 
unter Mitwirkung von Cytozymen entstandene Thrombin sich 
in einigen Punkten von dem bloBen CaCl,-Serozym unterscheidet. 
Wir méchten in dieser Hinsicht speziell das Verhalten gegen- 
iiber Oxalat sowie gegen Kobragift erwihnen. Wie das folgende 
Protokoll zeigt, wird ein mit Cytozym gebildetes Thrombin 
durch nachtraglichen Zusatz von oxalsaurem Natrium in seiner 
Wirkung auf Fibrinogen nahezu nicht beeinfluBt, waihrend die 
Gerinnung, die eine bloBe CaCl,-Serozymlésung hervorruft, durch 
Oxalat nicht unwesentlich verzégert wird. Ferner sei die schon 
friiher von uns mitgeteilte Tatsache erwihnt, daB Kobragift das 
Cytozymthrombin in seiner Wirkung geradezu verstarkt, wahrend 
eine gleiche Giftmenge zu CaCl,-Serozym zugesetzt, hemmend 
wirkt. 

Protokoll 18. a) Hammelserum, frisch aus Oxalatplasma, wird 
unter CaCl,-Zusatz mit phys. NaCl-Lésung verdiinnt und mit und ohne 
Cytozym stehen gelassen. Nach 10 Min., 2 und 6 Stunden wird aus 
jedem der beiden Réhrchen jeweils 0,3 entnommen und auf Thrombin- 
gehalt gepriift: in Reihe a) mit Fibrinogen allein, in Reihe b) unter 
Zusatz von Na-Oxalat (0,1 Na-Oxalat 1°/, und hierauf sofort 1°/, Fibrino- 
gen). In b) wurde somit der noch fillbare Kalk niedergeschlagen. Es 
gerinnt: 


ohne Cytozym mit Cytozym 

Serozymlésung a) ohne Oxalat b) mit Oxalat a) b) 
10° ~—gestanden 6’ 14’ netzig 50” 60” 

2 Std. ” 13’ 80 » a Fa 3’ 


6 n - 12’ 5» 3’ 4’ 
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Man erkennt eine durchgehende Verzégerung in der Gerinnung der 
mit Oxalat versetzten Réhrchen, die jedoch bei Cytozymthrombin nicht 
nur absolut, sondern auch relativ viel geringer ist, waihrend das CaCl, 
Serozym durch die vorhergehende Fallung der Ca-Salze iiberhaupt un- 
fihig_wurde, eine vollstaéndige und feste Gerinnung hervorzurufen. 

Wird das Oxalat nicht vor, sondern gleichzeitig mit oder nach dem 
Fibrinogen zugesetzt, so ist die Schidigung der CaCl,-Serozymwirkung 
eine geringere, wie folgender Versuch zeigt. 

b) Ein mit NaCl 10fach verdiinntes, mit CaCl, versetztes Oxalat- 
serum wird, nachdem es 20 Min. gestanden hat, in Dosen von 0,8 und 
0,4 mit 1,0 Fibrinogen versetzt; diese Mischung gerinnt nach 9 resp. 
22 Min. Wird unmittelbar vor dem Fibrinogen 0,1 Na-Oxalat zugegeben, 
so wird die Gerinnung nur noch netzig und tritt bei beiden Thrombin- 
dosen erst nach 45 Min. ein. Erfolgt der Zusatz des Oxalates unmittel- 
bar nach dem Fibrinogen, so gerinnt die Dose mit 0,8 Thrombin schon 
nach 23 Min. und zwar in toto; wenn nach Zusatz des Fibrinogens noch 
3 Min. gewartet und erst dann das Oxalat zugegeben wird, so tritt 
typische Gerinnung schon nach 10 resp. 30 Min., also kaum noch spater 
als ohne Oxalatzusatz ein. 

Protokoll 19. 15 Min. alte Thrombinlésung, wie iiblich frisch 
bereitet, wird in der Menge von 1,0 mit und ohne 0,1 Kobragiftlésung 
(1°%Jo9) gegeniiber Fibrinogen gepriift. Mit Kobragift tritt Gerinnung in 
4, ohne in 5'/, Min. ein. — Hammelserum 6fach verdiinnt und mit CaCl, 
versetzt, steht 45 Min., hierauf wird es mit und ohne 0,1 Kobralésung 
auf Gerinnungsaktivitaét gepriift: Gerinnung mit Kobra: 60, obne: 20 Min. 
Noch gréBer sind die Unterschiede, wenn Kobragift von Anfang an zu- 
gesetzt wird: je 0,1 Serum + 1,0 NaCl-+-0,2 CaCl, 0,1 Kobragift steht 
45 Min., dann Fibrinogen: Gerinnung in 100 Min. +, die gleiche Mi- 
schung ohne Cobragift 28 Min. 

Als Ursache dieses Verhaltens darf angenommen werden, 
daB CaCl, durch Na-Oxalat nur so lange ausgefallt und dadurch 
fiir die Gerinnungsvorginge inaktiv wird, als es noch nicht an 
die Serozym-Abbauprodukte in Salzverbindung getreten ist. Ist 
dies geschehen, so kann Oxalat nicht mehr schaden. Bei der 
Gerinnung ohne Cytozym ist nur wenig CaCl,-Serozym vor- 
handen; setzt man gleichzeitig mit dem Fibrinogen Oxalat zu, 
so wird hierdurch jede weitere Neubildung verunmédglicht. 

Ahnlich wie gegeniiber Oxalat scheint sich das CaCl,-Serozym 
auch dem hydrolytisch wirkenden Kobragift gegeniiber zu ver- 
halten. An sich wirkt Kobragift ahnlich wie die kalkhaltigen 
Peptone (Kobra erwies sich als peptonartiger Korper) auf die 
Gerinnung beschleunigend; dort, wo aber Thrombin erst gebil- 
det werden mu8, wird die Gerinnung durch zu starke Hydro- 
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lysen verzégert. Dies erklirt den Befund von Massol’), dab 
kleine Dosen Kobragift hemmend, gréBere beschleunigend wir- 
ken; zu dessen Erklarung er die Existenz zweier verschieden 
wirkender Fermente annahm. j 

Fiir die von uns angenommene Wirkung der Cytozyme 
durch Steigerung der Hydrolyse spricht auch das schnelle Ab- 
flauen der Aktivitaét einer mit Cytozym hergestellten Thrombin- 
lésung. Im folgenden Protokoll ist neben den quantitativen 
Verhaltnissen, die zwischen Cytozymmenge und Thrombin- 
wirkung desselben Serums bestehen, auch die ungleiche Halt- 
barkeit der rasch entstandenen und maximal wirksamen Thrombin- 
lésungen erkennbar; ahnliches geht aus Protokoll 21 hervor, in 
dem die Aktivitét eines mit und ohne Cytozym gestandenen 
Serozymserums durch langere Zeit verglichen wurde. 

Protokoll 20. Je 1 com Hammeloxalatserum wird mit 6, 7,5, 7,8, 
7,9 com phys. NaCl-Lésung versetzt und dann eine Leberlipoidemulsion 
in der Menge von 2,0, 0,5, 0,2 und 0,1 com zugesetzt; in jedes Réhrchen 
kommt méglichst gleichzeitig je 0,3 com CaCl,-Lésung, worauf in den 
in der ersten Kolonne angegebenen Zwischenriumen je 0,8 ccm ent- 
nommen und in bereitgestellten Réhrchen, die je 1,0 ccm Oxalatplasma 
(verdiinnt) enthalten, auf Thrombinwirkung gepriift wird. Durch Ver- 
wendung von Oxalatplasma wird die weitere Thrombinbildung vom Mo- 
ment der Vermischung an unterbrochen, somit das zur betreffenden Zeit 
vorhandene Thrombin bestimmt. 




















Zeit 2.0 | 0,5 | 0,2 | 0,1 
3’ 17’ | A. fl. H 
7 21), 7 | fl. fl. 

10’ 2 ave” ar fl 
13’ rs | a 51), 22’ 
18” 1! | y | 31), Y 
30’ Pi] 31)! 3’ 4’ 
45/ PY | 8’ 4’ 4’ 
60 55 ie 9’ 7 
90’ fl. | fl. fl. fl. 


Es zeigt sich, da8 bei Anwendung einer sehr groBen Cytozymdose 
(2,0) schon nach 3 Min. eine gewisse Menge Thrombin nachweisbar war, 
waihrend eine annahernd gleiche Wirkung durch eine 20 mal kleinere 
Cytozymdose erst nach 13 Min. erzielt wurde. Umgekehrt beginnt die 
erste Mischung schon nach 20 Min. sich abzuschwachen, was bei der 
letzten erst nach 60 Min. der Fall ist; auch bleibt das Maximum der 
absoluten Wirkung bei Verwendung von wenig Cytozym hinter der mit 
gréBeren Cytozymmengen erreichten zuriick. 


1) Compt. rend. de |’Acad. d. Se. 158, 8. 1030. 
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Protokoll 21. Je 0,1 com serozymhaltiges (Hammel-)Serum stehen 
in zwei Serien von Rohrchen a) mit 1,0 NaCl-+0,1 CaCl,, b) 1,0 NaCl 
+ 0,1 CaCl, + 2 Tropfen Leberlipoidemulsion. Nach den angegebenen 
Zeiten wird je 1,0 derselben, taglich frisch durch Verdiinnung einer 
2°/,igen Stammldsung hergestellten Fibrinogenlésung zugesetzt. Die 
Mischungen werden steril gemacht und bis zur Fibrinogenzugabe im 
Kiihlraum (5°) aufbewahrt. Es gerinnt 








Zeit bis zur Fibrinogenzugabe : 
sofort | 18 


Reihe a (CaCl, allein) | 12’ | 10 |11’ | 19 | 1204 y | 10 
»  b (mit Gytozym)| 41/,"|50”|11/,"| 3°| 3°°| 20° | 25° 


35’ | 60’ | 120” | 26 St. | 50 St.| 74 St. 


‘ 


20’ 























Das Wesentliche fiir das Zustandekommen der Gerinnung 
ist somit das Auftreten bestimmter EiweiBabbauprodukte in 
der Form von CaCl,-Verbindungen, die von dem kolloidal ver- 
teilten Fibrinogen adsorbiert werden und dasselbe dadurch 
zum Ausfallen bringen. Durch die vorhergehenden Versuche 
wurde es wahrscheinlich, daB die hierbei beteiligten Abbau- 
produkte (das ,Serozym“) polypeptidartige Kérper sind, und 
daB die Cytozyme im wesentlichen durch eine Steigerung der 
hydrolytischen (serozymbildenden) Vorginge des Plasmas oder 
Serums wirken. 

Fragen wir uns nun, wieso das zirkulierende Blut fliissig 
bleibt, nach der Entnahme aus den BlutgefaiBen dagegen ge- 
rinnt, so muB zunachst darauf hingewiesen werden, daB das 
Blut eine Fibrinogenlésung ist, in welcher sich neben anderen 
Salzen hauptsichlich NaCl (etwa 0,8°/,), dagegen weit weniger 
CaCl, (0,02 bis 0,1°/, CaO) vorfindet. Die meisten Abbau- 
produkte werden daher als NaCl-Salzverbindungen vorkommen, 
somit in einer Form, in welcher sie die Lésung des Fibrinogens 
bewirken resp. aufrecht erhalten. rst wenn solche Abbau- 
produkte in gréBerer Menge auftreten, welche sehr leicht (selbst 
bei Anwesenheit von NaCl) Salzverbindungen mit CaCl, ein- 
gehen, wenn also Thrombin entsteht, ist die Méglichkeit einer 
Gerinnung gegeben. Eine derartige Thrombinbildung findet 
normalerweise im strémenden Blute nicht in geniigender Menge 
statt. Zwar ist anzunehmen, da8 serozymartige Abbauprodukte 
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als Zwischenprodukte des EiweiBstoffwechsels in kleinen Mengen 
stets vorhanden sind, ebenso wie cytozymartige Kérper (Eiweib- 
abbauprodukte, Lipoide) schon im zirkulierenden Blute vor- 
kommen diirften. Gegeniiber den fibrinogenlésenden Momenten, 
den stets reichlich durch Nahrung- und Zellstoffwechsel herbei- 
strémenden NaCl-Abbauprodukten sind sie jedoch in ver- 
schwindender Minderheit. 

Wird das Blut aus dem Kreislauf ausgeschaltet, so hangt 
Eintritt und Verlauf der Gerinnung von der Starke jener 
Momente ab, welche die Serozymbildung anregen resp. ein- 
dimmen. Bleibt das Blut in den unverletzten GefaiBen, so wird 
das vorhandene Ubergewicht der lésenden Faktoren nur lang- 
sam zuriickgehen, und es dauert Stunden, bis Gerinnungen zu- 
stande kommen. Anders wenn durch Entnahme einer Blutprobe 
in zweifacher Hinsicht eine wesentliche Anderung erfolgt; einer- 
seits durch Schidigung der Blutzellen (spez. Blutplattchen) 
und Beimengung von Gewebssaft (Wundsekret) Cytozymsub- 
stanzen frei werden, andererseits durch Adsorptionsvorginge an 
die GefaSwandungen die Méglichkeit zu hydrolytischen Spal- 
tungen erhéht wird. Alle Einzelheiten der Entnahme und 
Aufbewahrung, die den Zellzerfall und die Adsorption, ja ganz 
allgemein die Serumhydrolyse steigern, beschleunigen die Ge- 
rinnung. So die Glaswand des GefaiBes (Alkaliabgabe und 
dadurch vermehrter Plattchenzerfall nach Deetjen’), Adsorp- 
tion von Abbauprodukten und dadurch Stérung des bestehen- 
den Gleichgewichtes zugunsten von Hydrolysen), der Kontakt 
mit der Luft (Abdunsten von CO, und Zunahme der fiir Hy- 
drolyse giinstigen OH-Konzentration [nach Deetjen]), Freiwer- 
den gréBerer Cytozymmengen aus den Blutzellen oder aus 
Wundsekret usw. Wogegen Paraffinieren der GefaBe und Kaniilen, 
Auffangen bei Luftabschlu8 (unter Paraffinum liquid.) rasche 
Herabsetzung der Autolyse durch Abkiihlen des Blutes usw. 
der Gerinnung entgegenwirken; bei Tieren mit weniger leicht 
gerinnendem Blut (Pferd, Kaninchen) reichen derartige MaB- 
nahmen aus, um eine Blutprobe lange Zeit, eventuell dauernd 
fliissig zu erhalten. 

Die hier entwickelte Auffassung des Gerinnungsvorganges 


) Deetjen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 63, 1, 1909. 


























186 E. Herzfeld und R. Klinger: 


dirfte aus der Beriicksichtigung der die Gerinnung beeinflussen- 
den Eingriffe oder Zusitze noch weitere Stiitzen erfahren. Fangen 
wir Blut in stairker konzentrierter NaCl-Lésung auf, so daB eine 
schlieBliche Konzentration von 2 bis 3°/, resultiert, so setzen wir 
dadurch die Méglichkeit einer hydrolytischen Spaltung wesent- 
lich herab; auch wird die Entstehung von CaCl,-Verbindungen 
gegeniiber solchen mit NaCl sehr zuriickgedrangt. Es entsteht 
daher kein Thrombin, selbst wenn Cytozym zugegen ist. Erst 
wenn durch Verdiinnung mit Wasser die Bedingungen zur 
Hydrolyse gegeben sind, tritt die Gerinnung ein. (Da auch 
fertiges Thrombin im Salzmedium keine Gerinnung hervorruft, 
folgt, daB auch die Fallbarkeit des Fibrinogens mit steigender 
Salzkonzentration herabgesetzt wird.) 

Anders als ein Uberschu8 von Salz wirken solche Ver- 
bindungen, die den Kalk in eine zu Salzverbindungen un- 
geeignete Form bringen, sei es, daB sie ihn direkt ausfallen 
(Oxalate, Fluoride) oder in andere schlecht dissoziierte Salze 
umwandeln (Citrat). Wesentlich verschieden ist die gerinnungs- 
hemmende Wirkung der sogenannten Antithrombine. Soweit 
wir dieselben bis jetzt untersucht haben, handelt es sich hier- 
bei um EiweiBabbauprodukte, die kraftig abbauend wirken und 
daher eine rasche, aber zu weitgehende Hydrolyse hervorrufen. 
Sie kénnten in dreifacher Weise die Gerinnung hemmen: sie 
erhdhen die Menge der Abbauprodukte und somit der das Fibri- 
nogen in Lésung haltenden Faktoren im Plasma einerseits un- 
mittelbar durch ihre bloBe Anwesenheit, andererseits durch den 
von ihnen bedingten Abbau der SerumeiweiBkérper; schlieBlich 
kénnten sie auch das Serozym beeinflussen und durch zu starke 
Aufspaltung unwirksam machen. Die letzte Moglichkeit diirfte 
nur bei manchen dieser Substanzen in Betracht kommen, wahrend 
dort, wo die Antithrombinwirkung durch gréBere Cytozymdosen 
iiberwunden werden kann, eher die anderen Erklarungen zu- 
treffen diirften. Die Herabsetzung der Gerinnbarkeit des Blutes 
nach Peptoninjektion (Hund), beim anaphylaktischen Chok usw. 
beruht sehr wahrscheinlich gleichfalls auf Abbauvorgangen, wo- 
bei die Leber modifizierend eingreift; sie sollen Gegenstand wei- 
terer Untersuchungen sein. 

Das durch Gerinnung ausgefallene Fibrin kann nur 
sehr unvollstandig und langsam (in Salzlésungen) wieder in 





Chemie und Physiologie der Blutgerinnung. II. 187 


Lésung gebracht werden, weil es ja gerade solche Abbau- 
produkte adsorbiert hat, die Fibrinogen ausfillen (Thrombin). 
Leichter lassen sich durch allmahliche Autolyse aus gewaschenem 
Fibrin geringe Mengen der CaCl,-Abbauprodukte ablésen (Throm- 
binlésung nach Nolf). Erst wenn starkere Autolysen einsetzen 
und das Thrombin selbst abbauen, kommt es zur Auflésung 
des Koagulums (Fibrinolyse)’), womit der Endpunkt der mit 
der Gerinnung zusammenhangenden Erscheinungen erreicht ist. 


Zusammenfassung. 


1. Um Fibrinogen in kolloidale Lésung zu bringen, ist die 
Anwesenheit von gewissen EiweiBabbauprodukten erforderlich. 
Diese vermitteln die Lésung nicht als solche, sondern in Form 
von NaCl-Salzverbindungen (Pfeiffer). Werden sie dagegen in 
CaCl,-Verbindungen umgewandelt, so wirken sie nicht mehr 
lésend, sie werden vielmehr von den EiweiBteilchen adsorbiert 
und fiihren, sobald geniigende Mengen vorhanden sind, zur 
Fallung derselben (Gerinnung). Manche Abbauprodukte haben 
eine besonders ausgesprochene Neigung, CaCl,-Verbindungen ein- 
zugehen und als solche die Fiallung des Fibrinogens zu bewirken; 
wir bezeichnen sie als ,Serozym“ resp. als ,Thrombin“, wenn 
sie bereits mit CaCl,. verbunden sind. Das ,,Thrombin“ be- 
steht somit aus CaCl,-Verbindungen gewisser polypeptidartiger 
Abbauprodukte. 

2. Die serozymartig wirkenden EiweiBabbauprodukte ent- 
stehen im Plasma oder Serum durch hydrolytische Spaltungen 
aus deren EiweiBkérpern. Daher steigern alle Eingriffe oder 
Zusitze, welche Hydrolysen begiinstigen (Verdiinnung mit H,O 
oder NaCl, ®/,,,-HCl, glykocholsaures Natrium, gewisse EiweiB- 
abbauprodukte), den Serozymcharakter eines Serums. Zu weit 
gehende Hydrolysen wirken schidigend, daher wird angenom- 
men, daB Serozym ein polypeptidartiger Kérper ist. Auch in 


1) Nolf hat die Gerinnung als die erste Stufe der Autolyse be- 
zeichnet. Obwohl auch wir die Thrombinbildung auf eine Art von Serum- 
hydrolyse zuriickfiihren, méchten wir doch die zur Fibrinogenfallung 
fiihrenden von den das Fibrin wieder auflésenden Faktoren prinzipiell 


trennen. 
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Eiereiwei8 und Speichel konnten serozymartige Koérper nach- 
gewiesen werden. 

3. Die Cytozyme sind Stoffe, die in serozymhaltigen 
Seren eine Steigerung ihrer Thrombinwirkung hervorrufen, und 
zwar durch Erhéhung der Hydrolyse. Sie erreichen dies teils 
durch ihre chemische Natur, teils durch Oberflachenwirkungen 
(Adsorption: thromboplastische Substanzen). Manche Korper 
vereinigen beide Wirkungsarten (Lipoidemulsionen). 














Der Blutzuckergehalt des Menschen unter physiologischen 
und pathologischen Bedingungen. 


I. Mitteilung. 


a) Blutzuckergehalt nach gemischter Nahrungsaufnahme. 
b) Blutzucker und vasculire Hypertonie. 


Von 
Ernst Hirsch. 


(Aus dem Laboratorium des Handelsspitales in Prag. 
(Direktor: Prof. Dr. E. Miinzer].) 


(Hingegangen am 29. Marz 1916.) 


Der Harn ist kein getreues Spiegelbild der Blutfliissigkeit; 
die Niere besitzt das Vermégen, elektiv einerseits Stoffe dem 
Blute zu entziehen und auszuscheiden, andererseits solche ganz 
zuruckzuweisen. 

Mit der Erkenntnis dieser Tatsachen erschien es als dringen- 
des Postulat klinischer Diagnostik, neben genauen Harnunter- 
suchungen eine genauere Priifung der Blutfliissigkeit durchzu- 
fiihren, als dies bisher iiblich gewesen war. 

So erklart sich auch die in den letzten Jahren mit groBem 
Erfolg durchgefiihrte Ausbildung der diesbeziiglichen Methodik ; 
ich verweise nur auf die Bestimmung des Blutzuckers, des 
Reststickstoffes, des Kochsalzes, der Harnsaiure, der Wasserstoff- 
ionenkonzentration usw. 

Besonders die Bestimmung des Blutzuckergehaltes neben 
jener des Harnzuckers hat unsere Kenntnisse des intermediéren 
Kohlenhydratstoffwechsels wesentlich geférdert und uns einen 
tieferen Einblick in die Verhiltnisse der Glucosurien gewahrt. 

Einen kleinen Beitrag zur Lehre von dem Verhalten des 
Blutzuckers im menschlichen Organismus unter physiologischen 
und pathologischen Bedingungen sollen nachfolgende Unter- 
suchungen darstellen. 
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Vor allem wollten wir uns ein Bild iiber die taglichen 
Blutzuckerschwankungen beim normal ernahrten und gesunden 
Individuum machen. Die Blutuntersuchungen wurden 6fters 
am Tage wiederholt, hauptsachlich mit Riicksicht darauf, den 
EinfluB einer gewohnlichen Krankenhausnormalkost auf den 
Blutzuckergehalt festzustellen. 

Bemerkt sei, da die Personen wihrend des Untersuchungs- 
tages sich ruhig verhielten, keinerlei kérperliche Arbeit leisteten. 

Zu den Blutzuckerbestimmungen bedienten wir uns der 
Bangschen Mikromethode; das Blut wurde der Fingerbeere 


3 





entnommen; es wurden stets 3 Kontrollanalysen ausgefiihrt. 
1. J. W., 35a., gesunder kraftiger Mann. 


g20 


2” nach d. Mittagessen 0,12°/, Blz. 


500 


g30 


12° nach d. Mittagessen 0,08°/, Blz. 


500 
go 
12% 
500 


goo 
1230 


5,00 
740 
1220 
430 
g00 
12 
430 


nach d. I. Friihst. 0,08°/, Blz, 


p.m. nach d. Kaffee 0,09°/, Blz. 


7° 250g Kaffee, 1 Brétchen 

12° 250 g Suppe, 100g Rind- 
fleisch, 300 g Gemiise 

4° 250g Kaffee, 2 Brétchen. 


2. W. A., 22 a, Rekonvaleszent nach Polyanthr. 
rheum. 


nach d. I. Friihst. 0,09%/, Blz. 


nach dem Kaffee 0,09°/, Blz. 


8° 250g Kaffee, 2 Brétchen 
12° 250g klareSuppe, 100g Rind- 
fleisch, 300 g Kartoffeln 
4° 250g Milchkaffee, 2 Brétchen. 


3. M.J., 34a, leichte Neurasthenie. 


nach d. I. Friihst. 0,11°/, Blz. 
nach d. Mittagessen 0,10°/, Blz. 


nach dem Kaffee 0,10°/, Blz. 
4, B. Fr., 36a. gesund. 
nach d. I. Frist. 0,11°), Biz. 
vor dem Mittagessen 0,09°/, Biz. 


nach dem Kaffee 0,11°/, Blz. 


5. H.J., 30a, gesund. 
nach d. I. Friihst. 0,12°/, Blz. 
vor dem Mittagessen 0,09°/, Blz. 


nach dem Kaffee 0,14°/, Bz. 
6. Kr. L., 42 a, gesund. 
nach d. I. Friihst. 0,11°/, Blz. 


vor dem Mittagessen 0,11°/, Biz. 
n. Mittagessen u. Kaffee 0,16°/, Blz. 


7. KL, 34a, gesund. 


8° 300g Milchkaffee, 1 Brétchen 

12°° 300g GrieBsuppe, 100g Rind- 
fleisch, 300 g Kartoffelbrei 

5° 300g Milchkaffee, 2 Britchen. 


7° 250g Milchkaffee, 1 Brétchen 

12° 250 g Suppe, 100g Schweine- 
fleisch, 300g Reis 

4° 250g Milchkaffee, 2 Brétchen. 


7° 300g Milchkaffee, 1 Brétchen 

12%° 250g Reissuppe, 100g Rind- 
fleisch, 300 g Gemiise 

4” 250g Milchkaffee, 2 Brétchen. 


7° 300g Milchkaffee, 2 Brétchen 
12° 250g Rindsuppe, 100g Rind- 
fleisch, 250 g Gemiise 
4° 250g Kaffee, 2 Brétchen. 


8° nach d. I. Friihst. 0,12°/, Blz. 7% 250g Milchkaffee, 1 Brétchen 

12° vor dem Mittagessen 0,11°/, Blz. 12% 300gSuppe,100g Kalbfleisch, 
300 g Kartoffelbrei 

4° nach dem Kaffee 0,11°/, Biz. 4 250g Milchkaffee, 2 Brétchen. 
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go 
10” 
12° 


Qu 
4 
600 
R00 


00 
10% 
12 


915 
400 
615 
R00 


goo 
117 
1] 
goo 


5,00 
700 
9° 

LE pn, 


1 
300 
500 


700 
goo 
li 
10 
300 
5,00 


70 


8. K. L., 34a. (derselbe wie 7). 


niichtern 0,12°/, Blz. 
nach d. I. Frithst. 0,14°/, Biz. 


vor dem Mittagessen 0,12°/, Blz. 


nach d. Mittagessen 0,13°/, Blz. 


vor dem Kaffee 0,12°/, Biz. 
nach dem Kaffee 0,12°/, Biz. 


vor dem Abendessen 0,10°/, Biz. 


8” 300g Milchkaffee, 1 Brétchen 


12% 300 g Fleischsuppe, 100 g 
Rindfl., 300 g Pellkartoffeln, 
1 Brétchen 


4°° 300g Milchkaffee, 1 Brétchen 


9. K. Fr., 25 a. Neurastheniker. 


niichtern 0,11°/, Blz. 
nach d. I. Friihst. 0,10°/, Blz. 


vor dem Mittagessen 0,11°/, Blz. 


nach d. Mittagessen 0,10°/, Blz. 


vor dem Kaffee 0,16°/, Biz. 
nach dem Kaffee 0,11°/, Blz. 


vor dem Abendessen 0,09°/, Blz. 


10. Gr. Fr., 26 a. gesund., 


niichtern 0,10°/, Biz. 


nach dem Friihstiick 0,09°/, Blz. 
nach d. Mittagessen 0,10°/, Biz. 


nach dem Kaffee 0,17°/, Biz. 
nach dem Kaffee 0,09°/, Biz. 


nach dem Abendbrot 0,11°/, Blz. 


11. U. K., 28a. gesund. 
niichtern 0,11°/, Blz. 


nach dem Friihstiick 0,12°/, Blz. 


nach d. Mittagessen 0,13°/, Biz. 


nach dem Kaffee 0,14°/, Blz. 
nach dem Kaffee 0,12°/, Blz. 


nach dem Abendbrot 0,12°/, Blz. 


12. J.M., 24a, gesund. 
niichtern 0,11°/, Biz. 


nach dem Friihstiick 0,13°/, Biz. 


nach d. Mittagessen 0,12°/, Blz. 


nach dem Kaffee 0,10°/, Biz. 
nach dem Kaffee 0,12°/, Biz. 


nach dem Abendbrot 0,18°/, Biz. 


8 300g Milchkaffee, 2 Brétchen 


12° 300g GrieBsuppe, 100g Kalb- 
fleisch, 250 g Gemiise, 
1 Brétchen 


4° 300g Milchkaffee, 2 Brétchen 


9° 300 g Kaffee, 2 Brétchen 
12*° 300g Suppe, 230g Kartoffeln, 
100g Fleisch 


2° 600 g Kaffee, 140g WeiBbrot 
6 80g Hering, 300g Kartoffeln, 
300 g Kaffee 


9° 300 g Kaffee, 2 Brétchen 
12% 300 g Suppe, 230 g Makkaroni, 
100 g Fleisch 


25° 600 g Kaffee, 140g WeiBbrot 
6*° 100 g Bratkartoffeln, 90 g 
Wurst, 60g Brot, 200g Kaffee 


9°° 300g Milchkaffee, 2 Brétchen 
12 300g Rindsuppe, 75g Fleisch, 
200 g Kartoffeln,150 g Gemiise 


2%° 300g Milchtee, 125g Brot 
6° 50g Brot, 200g Gulasch, 
300 g Nudeln 
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13. R. A., 26a, Neurastheniker. 
9° niichtern 0,11°/, Blz. 


nach dem Friihstiick 0,14°/, Blz. 


nach d. Mittagessen 0,09°/, Blz. 


5° nach dem Kaffee 0,16°/, Blz. 


700 


10” 
12% 
ad 


400 
6° 


goo 


goo 
300 


400 
630 


R00 
goo 


nach dem Abendbrot 0,17°/, Blz. 


14. Sch. A., 24 a., gesund. 


nach d. I. Friihst. 0,10°/, Biz. 
nach d. II. Friihst. 0,10°/, Blz. 
nach d. Mittagessen 0,11°/, Blz. 


nach dem Kaffee 0,11°/, Biz. 
nach dem Kaffee 0,12°/, Biz. 


nach dem Abendbrot 0,10°/, Biz. 
15. K. Fr., 28a, gesund. 
niichtern 0,11°/, Biz. 

nach d. Mittagessen 0,12°/, Blz. 


nach dem Kaffee 0,15°/, Biz. 
nach dem Kaffee 0,10°/, Blz. 


vor dem Abendbrot 0,12°/, Blz. 
nach dem Abendbrot 0,10°/, Biz. 


9° 300g Milchkaffee, 2 Brétchen 

12° 300 g Fleischsuppe, 100g 
Rindfleisch, 230 g Kartoffel- 
brei 


3°° 300g Milchkaffee, 2 Brétchen 
6” 100g Kartoffeln, 100 gFleisch, 
50 g Brétchen. 


8 300g Milchkaffee, 1 Brotchen 

10° 50g Wurst, 1 Brétchen 

12 200 g Fleischsuppe, 100 g 
Rindfleisch, 200 g Mehlspeise 

3” 300g Milchkaffee, 1 Brétchen 

6° 100 g Fleisch, 200g Kar- 
toffeln, 1 Brétchen. 


10° 300g Kaffee, 1 Brétchen 

12 300g Rindsuppe, 200g Kalb- 
fleisch, 200 g Nudeln 

3° 300g Milchkaffee, 1 Brétchen 

7° 200g Rindfleisch, 300g Kar- 
toffeln, 1 Brétchen. 


Bei den vier folgenden Personen wurde der Einflu8 von 
100 g Rohrzucker (in Tee genommen) auf den Blutzuckergehalt 
untersucht. Wir wollten uns hierbei ein Bild schaffen von der 
Einwirkung des Rohrzuckers auf den Blutzuckerspiegel gesunder 
Personen, als Vorversuche fiir die folgenden Angaben. 


16. Sch. E., 26a. gesund. 


11 niichtern 0,11°/, Biz. 


12 1 Stunde nach GenuB von 100g Rohrzucker 0,12°/, Blz. 
1° 2 Stunden nach GenuB von 100g Rohrzucker 0,09°/, Biz. 


17. H. F., 28a. gesund. 
11° niichtern 0,10°/, Biz. 


12° 1 Stunde nach 100g Rohrzucker 0,12°/, Biz. 
1° 2 Stunden nach 100g Rohrzucker 0,10°/, Biz. 


18. J.J. 47a, gesund. 
11 niichtern 0,10°/, Biz. 


12° 1 Stunde nach 100g Rohrzucker 0,18°/, Biz. 
1° 2 Stunden nach 100g Rohrzucker 0,10°/, Biz. 
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19. D. O., 16 a. 
11 niichtern 0,10°/, Blz. 
12° 1 Stunde nach 100g Rohrzucker 0,17°/, Biz. 
1° 2 Stunden nach 100g Rohrzucker 0,10 °/, Blz. 


Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen kénnen wir 
sagen, daB die normale tagliche Nahrungsaufnahme von ent- 
schiedenem EinfluB auf die Hohe des Blutzuckergehaltes ist. 
Natiirlich kommt dieser EinfluB erst bei wiederholten Unter- 
suchungen und da am deutlichsten zum Ausdruck. Der Niichtern- 
wert ist immer der geringste und hilt sich natiirlicherweise bei 
Gesunden in normalen Grenzen, jedoch auch die Werte nach 
der ersten Nahrungsaufnahme (I. Friihstiick) iibersteigen nicht 
0,12°/,. 

Die héchsten Werte 0,17°/, Blz. wurden nach der Haupt- 
mahlzeit, dem Mittagessen, erreicht und fallen ungefahr in die 
Zeit zwischen 3 Uhr bis 5 Uhr p.m. Von da an fallen die 
Werte wieder auf ein annahernd normales Niveau, das Abend- 
brot vermag eine neuerliche Steigerung nicht mehr hervor- 
zurufen. (Wir haben hier immer eine Krankenhausnormalkost 
im Auge, was iibrigens auch aus den angefiihrten Tabellen 
hervorgeht.) 

Die hohen Werte in den Nachmittagsstunden sind wohl 
auf die gréBere Menge der aufgenommenen Nahrung einerseits, 
auf den dadurch bedingten lebhafteren Stoffaustausch und Stoff- 
wechsel andererseits zuriickzufiihren. Hierbei ist bemerkenswert 
das Bestreben des gesunden Organismus, die Blutzuckerkonzen- 
tration in kiirzester Zeit wieder auf das Normalniveau einzu- 
stellen. 

Vergleichen wir unsere Ergebnisse mit denen anderer 
Autoren, so mu8 darauf hingewiesen werden, da unseres 
Wissens systematische Blutzuckeruntersuchungen nach _ ge- 
mischter Nahrungsaufnahme nicht angestellt wurden. 

Die Ergebnisse von Bang, Bing und Jacobsen, Bou- 
douin, Frank, Reicher und Stein, Tachau, Wels u. a. 
beziehen sich fast ausschlieBlich auf Blutzuckeruntersuchungen 
nach Zufiihrung gréBerer oder kleinerer Kohlenhydratmengen. 

Bei den von uns angefiihrten vier gesunden Personen war 
nach Zufuhr ven 100g Rohrzucker immer eine geringe Zunahme 


des Blutzuckergehaltes eingetreten, nur einmal erreichte sie den 
Biochemisehe Zeitschrift Band 75. 13 
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relativ hohen Wert von 0,17°/,. Nach 2 Stunden waren die 
Werte in allen Fallen wieder normal. Diese Befunde decken 
sich fast vollstindig mit denen, die die oben angefiihrten Autoren 
nach 100g Glucose erzielten; 0,16 und 0,17°/, stellen auch 
die héchsten Werte dar, die Bing und Jacobsen 1 Stunde 
nach Darreichung von 100 g Traubenzucker erzielten. 

Der EinfluB der Saccharose (Rohrzucker) auf den Blut- 
zuckergehalt des Menschen wurde unseres Wissens nur von 
Jacobsen’) gepriift, der in einem Falle ahnliche Hyperglykamie 
beobachtete wie nach Traubenzucker. 

Wir wiahlten diesen Zucker, weil er einmal die gew6hnliche 
in der Nahrung verabreichte Zuckerart darstellt, dann aber 
auch wegen des billigen Preises. Saccharoseversuche am Tier 
(Kaninchen) wurden von Bang gemacht, der nachwies, ,,daB 
der Anstieg der Blutzuckerkurve hier ebenso schnell einsetzt, 
wie nach den Monosen“. 


Blutzucker und vasculire Hypertonie. 


Wir gingen in den folgenden Untersuchungen darauf aus, 
die Verhiltnisse bei vasculirer Hypertonie kliren zu wollen. 

Durch E. Neubauer’*) war festgestellt worden, daB bei 
chronischer Nierenentziindung mit Blutdrucksteigerung Hyper- 
glykimie vorkommt ohne Glucosurie; zur Erklarung dieses 
Befundes wurde eine erhéhte Dichtigkeit der Nieren gegen 
Zucker angenommen. 

Nun erhebt sich die weitere, auch von E. Neubauer so- 
fort gestellte Frage: ,Wie kommt nun die bei Nephritis 
beobachtete Hyperglykaimie zustande?“*) 

Da Nierenschadigung selbst nicht zu Hyperglykamie fiihrt, 
schlieBt Neubauer, ,daB die bei Hochdrucknephritis vorkom- 
mende Hyperglykimie mit einer verinderten Nebennieren- 
funktion in Beziehung steht*)“. 

Bevor wir zur Diskussion dieser Anschauungen iibergehen, 
erscheint es angezeigt, unsere eigenen Beobachtungen mitzuteilen. 

#8 ) Th. B.J acobsen, Untersuchungen iiber den Einflu8 verschiedener 
Nahrungsmittel auf den Blutzucker ... Diese Zeitschr. 56, 1913. 

*) E. Neubauer, Uber Hyperglykimie bei Hochdrucknephritis und 
die Beziehungen... Diese Zeitschr. 25, 284, 1910. 

$) J. c. 8. 292. 

*) lc. Nr. 294. 
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Es wurden in 19 Fallen von vasculirer Hypertonie Blut 
und Harn niichtern und 1 Stunde nach Verabreichung von 


100 g Saccharose auf Zucker untersucht. 
Die vorliegende Tabelle ergibt das Resultat. 


Wir sehen, 
da8 in 11 der angefiihrten Fille die Anfangswerte (Niichtern- 
werte) betrichtlich erhéht sind, mindestens aber 0,11°/, iiber- 
steigen. Die gefundenen Héchstwerte sind 0,18 und 0,20°/,. 





Name, Alter, Diagnose 


1. 


Herr Dr.R.,55 a.,vas- 
culire Hypertonie . 


. HerrL.R., 58 a., v.H. 


Aortitis 


3. HerrE.Sch.,68a.,v.H 


» 


au 


o wos 


10. 
11. 


12. 
13. 


14. 
15. 
16. 
17. 
18. 


19, 


. Frau B.E.,46a., v.H. 


Neurasthenie 


. HerrR.A., 32a.,v.H. 


» H.A., 5la., An- 
gina pectoris 


. Herr ELL.,24a.,v.H. 


» R.Z.,69a.,Gicht 


. Frau M.A.,66a.,v.H. 


.. > eeASeeeerie- 
Frau R.H., 5la.,v.H. 
Teer nay 
Herr F. L., 57a.,v.H. 
Aortitis eae 
Herr P., 52 a., v. H.. 
» Schw.,53a.,v.H. 
Myodegen. cordis . 
Herr St.,60a.,v.H. . 


» N.M.,62a.,v.H. 
» J.St., d5la., Ne- 
phritis chronica 


Herr F.M.,60 a., v.H. 
» L., 60a., v. H. 
ee 
Herr P., 68a.,v.H. . 





Blut- 
druck 
Hp. 
200/120 
200/140 
185/120 
230/150 
190/120 

170/90 


170 
170/100 


190/100 
180/90 
190/130 


220/140 
190/95 


190/120 
205/120 
250/140 
250/160 
180/160 
190 


Bemerkungen 
zum Status 


E 
3 


a | 
-| 1 Std. nach 
ZuckergenuB 


Blut- 
zuck. 





Angedeutet. Puls. 
alt. 
Eiwei8 in Spuren 


Eiwei8spur, Herz 
u. Aorta nach I. u. 
r. vergroBert 


Kein Eiwei8 


Neurasthenie 
Frih. Eiwei8spur 
Zuckerspur 
Kein Eiwei8, kein 
Zucker 
Kein EiweiB, kein 
Zucker 
nach 2Std.0,12°/, 
Blutzucker 
Eiwei8 im Harn 
Kein Eiwei8, kein 
Zucker 
Aortensklerose, 
Eiwei8 in Spuren 
EiweiB in Spuren 
Sehr viel EiweiB, 
bisweilen 
Zucker in Spuren 
Eiwei8 in Spuren 
KiweiB in Spuren 


Kein Eiwei8, nie 
Zucker 








(0,159), 
(0,14°%/g 
| 

(0,13%, 
|0,11°/, 


0,10°/, 
0,119), 


0.12%), 
0,10°/, 
0,10°/, 


0,10°/, 
0,18°/, 


0,12°), 
0,11, 
0,20°/, 
0,119/, 
0,12°/, 
0,169, 


0,1°/, 
0,4°/, 


2,0, 


0,20°/, 


fs 
0,74, 





0,16°/, 


0,17, 





0,149/, 
0,18°/, 


0,149/, 
0,15°/° 


0,16°/, 
0,14°/, 


0,14°/, 
0,11°/, 
0,15°/, 


0,139/, 
0,239), 


0,13, 


0,159/, 
0,25°/, 


10,209), 
0,169)” 


0,219), 


Ein Zusammenhang zwischen Hohe des Blutdruckes und Héhe 
des Blutzuckergehaltes konnte nicht festgestellt werden. 
Ausdriicklich sei betont, daB es sich in keinem der Fille 

13* 
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um einen Diabetes, auch nicht um einen latenten Diabetes 
handelte. 

Nur in 5 Fallen trat 1 Stunde nach Verabreichung von 
100 g Saccharose Zucker im Harn auf, Der Prozentgehalt war 
allerdings ein geringer. Von diesen 5 Fallen haben nur 2 einen 
hohen Blutzuckerniichternwert, die 3 iibrigen einen Normalwert. 

In allen Fillen ist jedoch eine Erhéhung des Blutzucker- 
spiegels nach Zuckerzufuhr nachzuweisen, die Zunahme steht 
gewohnlich im Verhiltnis zum Anfangswert. Ist dieser ein 
hdherer, so ist auch die Zunahme des Blutzuckergehaltes eine 
dementsprechende. 

Bemerkenswert ist ferner, daB kein bestimmtes Verhaltnis 
zwischen Blutzuckergehalt und Glucosurie besteht. Fall 13 z. B. 
mit 0,18°/, Blutzucker vor der Zuckeraufnahme, 0,23°/, Blut- 
zucker 1 Std. spater, zeigt keine Glucosurie, wihrend anderer- 
seits Fille mit 0,15 und 0,16°/, Blutzucker nach der Zucker- 
zufuhr mit Glucosurie reagieren. 

Auffallend kénnte es erscheinen, daB in den 5 Fallen, in 
denen Zucker im Harn auftrat, schon bei friiheren Unter- 
suchungen Eiwei8 konstatiert werden konnte. Diesen 5 Fallen 
kénnen jedoch 5 andere gegeniibergestellt werden, bei denen 
trotz des EiweiBbefundes Zucker nicht gefunden wurde. Es 
kann also die Schidigung der Nieren fiir die Zuckerdurchlassig- 
keit direkt nicht verantwortlich gemacht werden. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen zu- 
sammen, so resultiert daraus, 1. daB bei vasculiarer Hypertonie 
sehr oft eine BlutzuckererhGhung vorkommt, die nicht mit 
Glucosurie verbunden ist, 2. daB 1 Stunde nach Zufuhr von 
100 g Saccharose jedoch der Blutzuckergehalt derart steigen 
kann, daB Zucker im Harn auftritt. 

Unsere Untersuchungen bestitigen also zunachst die An- 
gaben von E, Neubauer vom Vorhandensein einer Hyper- 
glykamie bei vascularer Hypertonie und zeigen, daB es ali- 
mentar hier haufig zur Glucosurie kommt. 

Jetzt ist es an der Zeit, der von Neubauer aufgeworfenen 
Frage nach der Ursache der Hyperglykimie bei Hochdruck- 
nephritis naherzutreten. Die nach ihm dieses Gebiet bearbei- 
tenden Autoren — ich nenne Bennigson’), Borchard und 
if 1) W. Bennigson, Diss. Kénigsberg. Ref. KongreB-Centralbl, 9, 469. 
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Bennigson’), Bing und Jacobson’), Port*), Landau‘), Rolly 
und Oppermann’) lehnen durchweg den Zusammenhang von 
Blutdrucksteigerung und Hyperglykimie ab und nehmen ent- 
weder, wie Bennigson und Borchard an, daB es dann zur 
Blutzuckervermehrung komme, wenn die Nierenerkrankung zu 
einer Stérung der Chlorausscheidung fiihrte, oder sie beziehen 
die Blutzuckersteigerung auf Stérungen der Atmung, Dyspnoe 
und Asphyxie, wie Bing und Jacobson, und Rolly und 
Oppermann, oder endlich auf nervése Einfliisse (Apoplexie, 
Uraimie) wie Landau. 

Nur ein Autor, Rusca*), glaubt Beziehungen zwischen 
Hypertonie und Hyperglykimie annehmen zu miissen. 

In unseren Fallen bestand weder eine Nephritis mit 
Stérung der Kochsalzausscheidung, noch bestanden uraimische 
Erscheinungen, es bestand weder Dyspnoe, noch handelte es 
sich um Folgezustande apoplektischer Insulte. 

Wir waren in der Auswahl der Fille sehr streng gewesen 
und hatten vorziiglich Falle in Beobachtung gezogen, die das 
Bild der vasculiren Hypertonie zeigten ohne nennenswerte 
Organerkrankung. 

Uns selbst scheint, daB E. Neubauer und mit ihm alle 
nachfolgenden Forscher die Frage selbst kompliziert haben, 
indem sie zwei voneinander unabhangige Erscheinungen 
— Blutdruck und Nephritis — in ihren Beziehungen zur 
Hyperglykamie studieren wollten. Die vasculire Hyper- 
tonie aber hat mit Nephritis nichts zu tun, und mit 
voller Absicht sprach ich oben von dem Vorhandensein einer 
Hyperglykamie bei vascularer Hypertonie und vermied 
den Ausdruck der ,Hochdrucknephritis*. 

E. Miinzer’) hat gezeigt, daB es sich bei der dauernden 


1) Borchardu. Bennigson, Miinch. med.Wochenschr. 60, 41, 1913. 

*) J. Bing und B. Jacobson, Ref. KongreB-Centralbl. 8, 314 und 
Arch. f. klin. Med. 1138, 1914. 

8) Port, Deutsche med. Wochenschr. 39, 1913. 

*) A. Landau, Rev. de med. 34, 1914. 

5) Rolly und Oppermann, diese Zeitschr. 48, 1913. 

6) P. Rusca, Gazz. med. ital. 65, 1914. 

”) E. Miinzer, Die Erkrankungen des HerzgefaBsystems im Lichte 
moderner Untersuchungsmethoden. Centralbl. f. Herz- u. GefaiSkrankh. 
5, Heft 21 u. 23, 1913. 
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vascularen Hypertonie iiberhaupt nicht um eine Nierenerkran- 
kung, sondern um eine GefaBerkrankung handelt, und zwar um 
Erkrankung eines groBen Teiles der peripheren priacapillaren 
und capillaren GefaBgebiete. 

Natiirlich werden an einer solchen allgemeinen GefaB- 
erkrankung auch die NierengeféBe stets mehr oder weniger 
beteiligt sein. ,,Diese Beteiligung der NierengefiBe an der 
allgemeinen GefaBerkrankung ist zu fordern und zu erwarten. 
Je ausgebreiteter die GefaBerkrankung, desto gréBer muB der 
Blutdruck sein, um so sicherer ist aber auch die Beteiligung 
der NierengefaéBe an der Erkrankung vorauszusagen’*).“ 

»Die Erkrankung der priacapillaren Arterien und des 
Capillarsystems stehen im Mittelpunkte des Krankheitsbildes 
der vasculiren Hypertonie, oder mit anderen Worten, die 
Erkrankung der pracapillaren Arterien und der Capillaren mit 
nachfolgendem Schwund eines Teiles derselben stellen die Ur- 
sache der auBerordentlichen Blutdrucksteigerung dar ’).“ 

Von diesem Gesichtspunkte aus werden nun alle die 
wechselnden Befunde leicht und gut verstandlich, sobald wir 
nur bedenken, daB an dieser allgemeinen GefaéBerkrankung die 
verschiedenen Organe beteiligt sein kénnen. 

Ergreift die Affektion jene Organe, die am Kohlenhydrat- 
stoffwechsel besonders beteiligt sind (chromaffines System, Leber, 
Pankreas), dann werden Stoérungen des Blutzuckerspiegels ein- 
treten, an denen vielleicht die durch einen eventuellen Nieren- 
gefaBschwund bedingte Nierenschrumpfung insofern beteiligt 
sein kénnte, als sie allein eine gewisse Zuckerdichtigkeit be- 
dingen kénnte. 

Es ware noch vielleicht die Frage zu streifen nach der 
Ursache der allgemeinen GefaiBerkrankung, der dauernden 
vasculiren Hypertonie. Man fand 6fters eine VergréBerung der 
Nebennieren bei Fallen von vasculirer Hypertonie und nahm 
hier einen ursaéchlichen Zusammenhang an. ,Da man festge- 
stellt hatte, daB das innere Sekret der Nebennieren, das Ad- 
renalin, vasoconstrictorisch wirkt, schloB8 man aus der Hyper- 
trophie der Nebennieren in Fallen vascularer Hypertonie auf 


1) Miinzer, 1. c. S. 497. 
2) Minzer, l. c. S. 498. 
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eine Hyperfunktion dieses Organes und nahm an, daB in diesen 
Fallen die Nebennieren in krankhaft vermehrter Menge Ad- 
renalin erzeugen bzw. ins Blut secernieren und auf diese Weise 
die dauernde Hypertonie verursachen’).“ 

Wir hatten dann in der Erkrankung des chromaffinen 
Systems nicht die Folge, sondern die Ursache der vascu- 
laren Hypertonie, der allgemeinen GefaBsklerose vor uns 
und die Verschiedenheit der Symptomatologie dieser Erkrankung 
wire, wie Miinzer schon ausfiihrte, durch die verschiedene 
Ausbreitung und anatomische Lokalisation der GefaBerkrankung 
bedingt und erklairt. So verlohnend es auch ist, dieser Frage 
mit ihrer groBen Perspektive nachzugehen, liegt es doch auBer- 
halb des Rahmens unserer Untersuchungen. 

Uns geniigt es, in Ubereinstimmung mit E. Neubauer 
gezeigt zu haben, dab 

1. vasculére Hypertonie (die nichts mit der Nephritis zu 
tun hat) oft mit Hyperglykimie einhergeht; 

2. daB wir in diesen Fallen alimentir haufig Glucosurie 
hervorrufen kénnen, und 

3. darauf aufmerksam gemacht zu haben, daB die Ver- 
schiedenheit der Einzelerscheinungen bei vasculirer Hypertonie 
vielleicht durch die Verschiedenheit der anatomischen Lokali- 
sation der Grunderkrankung — der allgemeinen peripheren 
GefaBsklerose — bedingt ist. 


1) Minzer, 1. c. S. 496. 
{ 




















Phytobiochemische Studien. 
I. Mitteilung. 


Von 
As. Zlataroff. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Sofia.) 
(Hingegangen am 8. April 1916.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Als Material fiir die vorliegenden phytobiochemischen Unter- 
suchungen, iiber die ich im folgenden berichten werde, dienten 
mir die keimenden Samen von Cicer arietinum L. (Kicher- 
erbse, Abb. 1 u. 2), iiber deren chemische Zusammensetzung ich 
durch eine friihere Untersuchung’) schon orientiert war. 

Ich habe zunachst die Umwandlungen eingehend zu ver- 
folgen gesucht, die die einzelnen chemisch definierten Substanzen 
der Samen wihrend der Keimung erfahren. Ein Teil der ge- 
wonnenen Resultate bildet den Inhalt dieser Mitteilung. 


1. Allgemeines. 


Ich lieB die Samen im Dunkeln iiber destilliertem Wasser 
keimen. Nach 3, 6, 10, 20 und 25 Tagen wurden je 100 Keim- 


?) Zlataroff und Stoikoff, Chemie und Mykologie der Frucht 
von Cicer arietinum L. Zeitschr. f. Nahrungs- und GenuBmittel- 
Unters. 26, 242, 1913; Zlataroff, Sur la mycologie du fruit de Cicer 
arietinum L. Centralbl. f. Bakt. 38, 584, 19138; Zlataroff, Re- 
cherches sur les propriétés et la composition des grains de Cicer arie- 
tinum L. Annuaire de l'Université de Sofia 7, 1912; Zlataroff, 
Enzymatische und fermentative Eigenschaften der Frucht von Cicer 
arietinum L. Mitteil. d. bulg. naturwiss. Ges. 5, 1912; Zlataroff, 
Bromatologie der Friichte von Cicer arietinum L. Zeitschr. f. Nah- 
rungs- u. GenuBmittel (im Druck). 












As. Zlataroff: Phytobiochemische Studien. I. 201 





linge bei 50 bis 60° getrocknet, fein gemahlen und bis zum 
konstanten Gewicht weitergetrocknet: 


ONY As 





Fig. 1. 


a) 100 Samen von Cicer arietinum wiegen 49,25 g. Nach 
vollstandiger Imbibition mit Wasser (nach 3 Stunden) wiegen 
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die 100 Samen 103,52 g. Das absorbierte Wasser betrigt so- 
mit 110,18°,. 

b) 100 Samen wiegen 48,20 g. Nach Aufnahme von Wasser 
wiegen sie 100,50 g. Wasser absorbiert: 108,51°/,. 





Die ausgesprochene Fihig- 
keit, Wasser aufzunehmen, die 
die Keimung der Samen von 
Cicer arietinum natiirlich sehr 
begiinstigen muB, hangt wohl 
hauptsichlich ab von ihrem 
hohen Gehalt an Schleimsub- 
stanzen und an Lipoiden. 

Die beifolgende Tabelle I 
orientiert iiber die chemische 
Zusammensetzung der Samen: Fig. 2. 
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Tabelle I. 

: rs * 100 g Trockensubstanz sind enthalten 

ces ST ed eq! & 7 
o | as S | o 3 o's | ~ =| 
>| 3 |g23\ 28 Fag\f8s, 2) a) 2 | #3 
= ®o | wow | © Sig Ss 7 & 5 3 | S 3 ® 4 
m |Seeimb = zx s s|4|s3 
| Be Sig | e he ee g g g 
T ———— | — er = 
1 |6,28| 20,75 19,06 | 1,69 | 68,19 | 50,28 | 3,64 | 2,92 3,32 
2 |6,29/ 21,00 | 19,08 | 0,92 | 62,82 | 50,35) 3,61 | 292 3,36 
8 _|6,83| 20,88 | 19,04| 1,84 | 62,94 | 50,33 / 3,61 | 2.90 | 3,34 
Mittel 6,30 | 20,87 | 19,06 | 1,48 | 62,98 | 50,82 3,62 | 2,87 | 3,34 

| ' i | 


Uber die Zusammensetzung der Asche orientiert Tabelle II: 


Tabelle II. 











Aschen- In %, der | In °/, 
bestandteile Trockensubstanz der Asche 

| er 0,0195 0,68 
2 Saas 0,9905 34,51 
Mee eee 0,2927 10,19 
|, Ree ae 0,5757 20,06 
Se 0,1045 3,64 
7 ns 0.8145 28°38 
Bai) 0 <4::9 0,1182 4,12 
eae 0,0631 2,20 
rer ree ees 0,0563 1,96 





Die Aschenbestimmungen ergaben fiir die verschiedenen 


Perioden der Keimung folgende Werte: 


Tabelle III. 

















100 Keimlinge, bei 60° | In 5g Trockensubstanz | 4.04. in 0). der 
Tage | getrocknet, wiegen | ist enthalten Asche | 7p onsubstanz 
" g | | 
0 45,009 0,1435 | 2,8 
3 42,322 0,1531 3,06 
6 40,592 0,1593 3,19 
10 38,057 0,1611 3,42 
15 37,728 0,1821 3,64 
20 30,496 0,2082 4,16 
25 30,045 0,2108 4,31 








Die Keimlinge hatten also von ihrem anfanglichen Gewicht 
eingebiiBt (berechnet aus den Werten in Spalte 2 der Tabelle III): 
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Tabelle IV. 
| Gewichtsverlust 
Nach Gewichtsverlust | in °/, des anfang- 
Ta wee in °/, des anfang- | lichen Gewichts, 
g lichen Gewichts aus der Zunahme 
der Asche berechnet 
3 5,970 6,21 
6 9,81 10,24 
10 15,44 16,08 
15 20,62 | 21,15 
20 30,03 31,01 
25 38,25 33,41 





Ubereinstimmende Werte (Spalte 3 der Tabelle IV) er- 
geben sich, wenn man den Gewichtsverlust aus der prozenti- 
schen Zunahme des Aschengehaltes berechnet (nach den Werten 
der Spalte 4 der Tabelle III). 


2. Zerfall und Umwandlung der stickstoffhaltigen Substanzen 
bei der Keimung. 


Die ersten systematischen Untersuchungen iiber die Um- 
wandlungen und den Zerfall der stickstoffhaltigen Substanzen 
bei der Keimung stammen von Prianischnikoff*)., Um zu 
ermitteln, auf welche Weise und mit welcher Geschwindigkeit 
die N-haltigen Substanzen sich bei der Keimung verandern and 
zerfallen, wurden folgende Bestimmungen ausgefiihrt: 1. Ge- 
samtstickstoff, 2. Proteinstickstoff, 3. Nucleinstick- 
stoff, 4. Stickstoff aus Peptonen und organischen 
Basen, 5. Aminosdurenstickstoff, 6. Stickstoff aus 
den Amiden der Aminosauren, 7. Ammoniakstickstoff. 
Ich hielt mich an diesen Untersuchungsweg von Prianisch- 
nikoff. 

Die zwei folgenden Tabellen geben ein Bild von der Um- 
wandlung und dem Zerfall der stickstoffhaltigen Substanzen 
bei der Keimung von Cicer arietinum: 


1) D. N. Prianischnikoff, Zur Kenntnis der Keimungsvorginge 
bei Vicia Sativa. Landw. Vers.-Stat. 45, 265, 1894. — Derselbe, 
Uber den EiweiBzerfall bei der Keimung. St. Petersburg 1895. — Der- 
selbe, Die EiweiSstoffe und deren Umsatz im Pflanzenorganismus. 
St. Petersburg 1899. — Derselbe, Die Einheitlichkeit des Baues der 
Eiwei8stoffe und ihrer Umwandlungen im pflanzlichen und tierischen 
Organismus. Russisches Journ. f. experim. Landwirtschaft 13, 702, 1912. 








Phytobiochemische Studien. I. 205 











Tabelle Va, 
In °/, der Trockensubstanz 
ne ee Sal ia Ba a ie 
Gesamtstickstoff . . . . 13,40 [3,46 [3,53 (9,66 3,98 [461 4,82 
EiweiBstickstoff. .... 8,05 | 2,30 | 1,97 | 1,80 | 1,57 120 1,53 


Ammoniakstickstoff . . . |0,01 | 0,02 | 0,02 |0,03 | 0,05 | 0,05 | 0,03 
Amidstickstoff ..... 0,01 |0,40 | 0,76 | 0,90 1,48 1/80 2,00 
Aminosaurenstickstoff . . |0,12 |0,50 | 0,54 |0,79 {0,68 1,24 | 0,90 
Gesamtamidoaminosauren- 


Nucleinstickstoff .... aot |e 0,109 0,122 | 0,133 0,187 | 0,206 





























aticketoff....... 0,13 |0,90 |1,30 | 1,69 |2,16 |3,04 | 2,90 
Tabelle Vb. 
In °/, des Gesamtstickstoffs 
wena a Ps 0 3 | 6 10 | 15 20 25 
EiweiBstickstoff .. . .|91,39| 66,47 | 55,73 | 49,25 | 39,45 | 37,59 | 31,88 
mit Korrekturf.d.Atmung 91,39 62,42 | 50, 14 | 41,49 | 31,21 | 26,12 | 21,28 
Nucleinstickstoff ... 2,99} 2,98 | 3,11} 3,33} 3,58) 4,06 | 4,31 
mit Korrektur ... .| 2,99 2,80 | 2,80; 2,80; 2,83, 2,84 2,85 
Ammoniakstickstoff . . .| 0,30) 0,58) 0,57! 0,80) 1,25 1,22 0,62 
mit Korrektur .. . .]} 0,30) 0,55 0,51 | 0,70; 0,99, 0,95 0,41 
Amidstickstoff ..... 0,30 | 11,15 21,50 | 24,50 | 37,90 | 39,00 41,50 
mit Korrektur . .. .| 0,30/ 10,90 19, "40 20,70 | 29,40 27,10 | 27,70 
Aminosaurenstickstoff . .| 1,59/ 14,15 15,30 | 21.60 18,20 | 26,90 | 18,17 
mit Korrektur ... .]} 1,59/ 13,60 13,80) 18,20/ 17,10 18,70?) 12,50 
Gesamtamidoaminosauren- 
stickstoff. ..... 1,89 | 25,65 36,80 | 39,80 | 56,10 65,90 | 60,20 
mit Korrektur . . . .| 1,89) 24,50 | 33,20 38,90 46,50 45,80 40,20 
Peptonstickstoff ....{ 021; — | — 049° — — 0,48 





Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB bei der Keimung ein 
schneller Zerfall der Proteine stattfindet. Nach 25 Tagen ist 
der Proteingehalt auf */, des Anfangsgehaltes gesunken. Auf 
Kosten der Proteine vermehren sich die Aminosauren und 
deren Amide. 

Der Nucleingehalt bleibt fast unverandert. 

Der Gehalt an Ammoniakstickstoff ist so gering, dab 
man wohl annehmen kann, das Ammoniak entstehe erst sekundir 
aus anderen N-haltigen Zerfallsprodukten der Proteine. 

Uber die Umwandlungen der Nucleoproteide und Nucleo- 
albumine bei der Keimung werde ich eingehender in einer 
spateren Mitteilung berichten. Die Untersuchungen sind noch 
im Gange. 

















5 
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3. Umwandlung der phosphorhaltigen Substanzen 

bei der Keimung. 

Die phosphorhaltigen Stoffe spielen zweifellos eine weit- 
gehende Rolle im Leben der pflanzlichen Zelle, und zahlreiche 
Autoren haben sich mit der Frage iiber den Umsatz des 
Phosphors in der pflanzlichen Zelle befaBt. Jedoch tragen die 
meisten dieser Untersuchungen einen mehr oder weniger zu- 
falligen Charakter. Systematisch hat in dieser Richtung haupt- 
sichlich L. Iwanoff*) gearbeitet. Von ihm stammen auch 
einige neue Methoden zur P-Bestimmung in Samen und 
Keimlingen. 

Um die biologische Rolle zu erfassen, die den phosphor- 
haltigen Substanzen im Leben der Pflanzen zukommt, sollte 
man die letzteren unter Bedingungen keimen lassen, die die 
funktionellen Beziehungen der einen oder anderen Substanz 
méglichst klar hervortreten lieBen. Auf diese Weise wird man 
wohl einen tieferen Einblick in die verwickelten biochemischen 
Vorginge gewinnen und die biochemischen Beziehungen der in 
der Pflanze vorkommenden Stoffe erkennen. Die Versuche, 
die ich in dieser Richtung ausgefiihrt habe, werde ich weiter 
unten besprechen. 

AuBer 1. dem Gesamtphosphor, bestimmte ich 2. den 
anorganischen Phosphor (Phosphate), 3. den Lecithin- 
phosphor, 4. den Proteinphosphor und 5. den Phosphor 
aus den léslichen organischen Verbindungen (Phytin). 

Die folgenden Tabellen orientieren uns iiber die Umwand- 
lungen der phosphorhaltigen Substanzen bei der Keimung im 
Dunkeln: 

Tabelle Vla. 


In °/, der Trockensubstanz 





20 | 25 








PE POETS fpuiapraliact? {| o | 8 | 6 | t0{ 15 | 
Gesamt-P,0,...... 0,998 | 1,069 | 1,100 | 1,172 | 1,268 | 1,480 | 1,510 
Anorganische P,O, . . . |0,118 | 0,460 | 0,711 | 0,811 ‘0.989 | 1,121 | 1,244 
Lecithin-P,0O, .... . 0,142! — /0,113/0,115| — | 0,128 | 0,129 
Eiwei8-P,0, ..... . 0,486 | 0,401 | 0,318 aa — | 0,162 | 0,170 
0,082 | 0,038 | 0,041 








Lésliche organische P,O, . | 0,244 | 0,102 | 0,021 | 0,012 


*) L. Iwanoff, Die phosphorhaltigen Stoffe und deren Umsatz im 
pflanzlichen Organismus. St. Petersburg 1905. 
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Tabelle VIb. 
In °/, der Gesamt-P,O, 











Tie ...---.+9) © | 8 | 6.1.11 eo 

















Anorganische P,O, . . .} 11,82! 43, 24 64,64 | 67,63 78,00 | 78,39 | 82, 38 











mit Korrektur f.d.Atmung] 11,82 | 40,61 58,16 | 56,97 | 61,71 | 54,49 | 54,92 
Lecithin-P,O, ..... 14,23| — | 10,04] 981; — 8,54 
mit Korrektur . .. .{14,23) — | 9,03) 589, — | 6,22 | 5,69 
jo A ee 48,70 | 37,69 | 28,85 (20, 82 | — | 11,33} 11,26 
mit Korrektur a 48,70 | 35, "40 | 25, 96 (17,54) — | 7,87} 7,51 
Lésliche organische P, 0, 24,45 9.59 | 191 1,03 i 2.5 2, 85 | 2,72 


2 | 
mit Korrektur ... .|24,45| 9,01; 1,72 0,868] 1 1,99 | 1,85 | 1,81 


Aus den mitgeteilten Werten ersieht man, daB ein groBer 
Teil des EiweiBphosphors und fast der gesamte Phytinphosphor 
Reservephosphor darstellen. Das Lecithin dagegen 
scheint nicht ausschlieBlich Reservesubstanz zu sein. 
Bei der Keimung vermehrt sich der anorganisch gebundene 
Phosphor auf Kosten des EiweiBphosphors und namentlich auf 
Kosten des léslicheren organisch gebundenen Phosphors. Das 
Phytin spielt bei der Pflanze augenscheinlich nur die 
Rolle einer Reservesubstanz. 

Die Verteilung des Lecithins auf die Kotyledonen 
und den SproB in der keimenden Pflanze zeigt uns die 
folgende Tabelle an: 


Tabelle VII. 























ee | 6 | 15 | 2 
P.O, in den 1 Kotyledonen iMeemia she in g | 0,082} 0,028| 0,013 
a ae ” der Lecithin - P,O, 
des ganzen Keimlings ey ee erat Nee 28,57 | 24,14 | 10,92 
Paw we Oe ee ee ec oe es in g | 0,080) 0,090 0,105 
Bi BAI » in °/, der Lecithin-P,O, des 
gensen: Kieinilings 2.0.06 5 ws 40% Caw 8 71,43 | 75,86 | 89,08 


Alle in der Tabelle VII erwihnten Werte beziehen sich 
auf ein Material, das im Dunkeln iiber destilliertem Wasser 
keimte. 

Der Lecithinphosphorgehalt der Samen, die unter ver- 
schiedenen Bedingungen keimten, betrug: 
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Tabelle VIII. 











Rit ce ss ss ee | st 15 | 20 | 25 
= ——— — = ——a —— —an i ——— = = — 
Gekeimt iiber destilliertem 
Wasser bei Tageslicht*) ,| 0,142, — | 0,148 —| — | 0,179) 0,211 
ah — | 12,52 | 13,98 


n °/, der Gesamt-P,0,. . | 14,23 | —| / 10, 69 
Gekeimt iiber einer Lésung 

von Ammonium-Glycero- 

phosphat im Dunkeln . .} 0,142, —| — —,) 0,121) — 0,122 
Gekeimt iiber einer Lésung Be 

von Ammonium-Glycero- ee | 





phosphat bei Tageslicht .| 0,142;—| — |—/ 0,175 — | 0,224 
Gekeimt iiber einer Emulsion 

von Lecithin im Dunkeln | 0,142; —, — (— | 0,128; — 0,131 
Gekeimt iiber einer Emulsion 

von Lecithin beiTageslicht | 0,142,—| — |—  0,181| — 0,233 
Gekeimt iiber einer Lésung . a 

von Glucose im Dunkeln | 0,142/—| — |—/ 0,186) — | 0,135 
In °/, der Gesamt-P,0,. .|14,28 |—| — |—|10,70 | — 894 


Aus diesen Beobachtungen kann man mit Sicherheit 
schlieBen, daB das Lecithin als solches von iiberaus groBer 
Bedeutung fiir den Ablauf der Funktionen der Pflanze ist: das 
Lecithin tritt uns nicht nur als Reservesubstanz ent- 
gegen, sondern beh&lt seinen chemischen Charakter 
waihrend der Keimung unverandert bei’). 


1) Wo nicht besonders hingewiesen — in Prozenten der Trocken- 
substanz. 

*) Es liegen hier augenscheinlich andere Verhiltnisse vor als bei 
der Entwicklung des tierischen Organismus im dotterreichen Ei. Plimmer 
hat gezeigt, daB der Lecithinphosphor bei der Entwicklung des Hiihn- 
chens restlos fiir den Aufbau der Nucleine und fiir die Anforderungen 
des Skeletts an anorganischem Phosphor verbraucht wird. Dagegen 
kommt den Nucleoalbuminen der pflanzlichen Samen augenscheinlich 
dieselbe biochemische Funktion zu wie den Nucleoalbuminen im Tier- 
reich. Nach den Untersuchungen von Plimmer itiber den Abbau der 
phosphorhaltigen Substanzen durch die Fermente des Darmkanals unter- 
liegt es keinem Zweifel mehr, da8 der Caseinphosphor im Darme zum 
groBen Teil als anorganischer Phosphor abgespalten wird. Auch ist es 
sehr wahrscheinlich, daB der wachsende Siugetierorganismus seinen Be- 
darf an Phosphaten fiir den Aufbau der Knochen mit Caseinphosphor 
zu decken vermag. (Untersuchungen von W. Heubner und Alex. 
Lipschitz. Vgl. dariiber Lipschitz, Die biologische Bedeutung des 
Caseinphosphors. Arch. f. d. ges. Physiol. 143, 1911.) Beziiglich des Be- 
fundes von Plimmer, da8 der Lecithinphosphor zu Zwecken des Auf- 
baus der Nucleine und fiir den Bedarf des Skeletts an Phosphaten ver- 
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Es wire daran zu denken, ob nicht das Lecithin ein ,,bio- 
plastisches“ Agens, wenn man so sagen darf, darstelle, indem 
es sich am Baustoffwechsel, an den Assimilationsprozessen der 
Pflanze beteilige. Auch daran kénnte man denken, daB es an 
der Atmung der Pflanze chemisch teil habe. 

Da8 das Lecithin die Wachstumsintensitaét zu steigern ver- 
mag, zeigt folgende Beobachtung. La8t man Samen von 
Cicer arietinum bei Tageslicht tiber einer Emulsion 
von Lecithin, aus Samen von Cicer arietinum von mir isoliert, 
keimen, so wachsen die Keimlinge zwei- bis dreimal 
so schnell als tiber destiiliertem Wasser. Diese Be- 
obachtung deckt sich vollkommen mit den bekannten Befunden 
von Danilewski an Kaulquappen. 

Man k6nnte daran denken, da das Lecithin anregend auf 
die Chloroplasten wirkt oder daB das Lecithin in mehr direkter 
Weise an den Assimilationsprozessen in der Pflanze (Aufspaltung 
in Kohlensaure) beteiligt ist. Diese Auffassung wird auch von 
Stoklasa’) vertreten. Eine Anteilnahme des Lecithins an den 
Atmungsprozessen wire vielleicht aus folgender Beobachtung 
abzuleiten. LaBt man Samen von Cicer arietinum iiber Glucose 
keimen, so erweist sich die Menge des Lecithins in diesen 
Samen groBer als in denjenigen, die iiber destilliertem Wasser 
keimten (vgl. Zeile 3 der Tabelle VIb und die letzte Zeile von 
Tabelle VIII). Schon Loew*) hatte die Méglichkeit in Betracht 
gezogen, daB das Lecithin an der Verbrennung der Fette in 
der Pflanze Anteil nimmt. Aber sein Hinweis blieb damals 
unbeachtet. 

Die Beziehungen des Lecithins zum Wachstum der Pflanze 
kénnte man als einen biochemischen Ausdruck eines Falles 
deuten, wo die Funktion sich das Organ zu schaffen weiB. 


braucht wird, darf jedoch nicht vergessen werden, daB vielleicht die 
Annahme von Barbieri zu Recht besteht, nach der das Eierlecithin 
nichts anderes darstellt als ein Gemisch von Tripalmitin, Oleopalmitin, 
Ovochromin und alkalischen Metaphosphaten. (Vgl. Compt. rend. 
Soe. Biol. 155, 312.) 

1) Stoklasa, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 29, 3, 2761, 1896; Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 25, 398, 1898. — Sitzungsber. d. Wien. Akad. 104, 1. X. 
1896; 104, 1. VII. 1895. 

*) Loew, Biol. Centralbl. 1891, 271. 
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Beim Keimen iiber Glucose soll Zucker verbrannt werden, und 
fiir das Zustandekommen dieser biochemischen Funktion be- 
diirfe es der Anteilnahme eines bestimmten Organs im bio- 
chemischen Sinne. Das sich in vermehrter Menge iiber Glucose 
bildende Lecithin ware eines dieser~,,Organe“. 

Diese Schliisse wiirden mehr Uberzeugungskraft besitzen, 
wenn in Parallele zu meinen Untersuchungen auch eingehende 
Versuche und Analysen iiber den Gehalt der Pflanze an den 
anderen phosphorhaltigen Stoffen ausgefiihrt wiirden, nament- 
lich iiber den Gehalt an Nucleoproteiden. 

Die Synthese des Lecithins steht augenscheinlich in direkter 
Abhingigkeit vom Licht. Diese Beziehungen der Lecithin- 
Synthese zum Licht werden uns durch die Beobachtung illu- 
striert, daB die Hauptmenge des Lecithins sich in den griinen 
Teilen des bei Licht gewachsenen Keimlings findet. 

Uber die Chemie des Lecithins der Samen von Cicer 
arietinum werde ich in einer spateren Mitteilung berichten. 














Kritisch-experimentelle Untersuchungen iiber Abderhal- 
dens ,,spezifische* Abwehrfermente. 


Von 
Berthold Oppler. 
(Aus der Kgl. Medizinischen Poliklinik in Miinchen.) 
(Eingegangen am 28. Marz 1916.) 

1. Teil’). 

Einleitung. 
Trotz zahlreicher Untersuchungen, die Abderhaldens 
Lehre von den spezifischen Abwehrfermenten gezeitigt hat, ist 
eine Einigung der Ansichten weder hinsichtlich ihrer wissen- 


schaftlichen Berechtigung, noch ihrer praktischen Bedeutung 
bisher erzielt worden. 


Die ,,spezifische Schwangerschaftsreaktion“, die den 
Brennpunkt der Lehre bildet, wurde von Abderhalden ent- 


‘) Der erste Teil dieser Mitteilungen war im wesentlichen vor dem 
Erscheinen der 4. Auflage der , Abwehrfermente des tierischen Organismus“ 
experimentell bereits abgeschlossen. Durch den Kriegsausbruch erfuhr 
die Fertigstellung der Arbeit eine fast anderthalbjahrige Unterbrechung. 
Besondere Verhaltnisse, die in dem Entwicklungsgang der Abderhal- 
denschen Methodik begriindet sind und in den nachfolgenden Darle- 
gungen sich deutlich wiederspiegeln, lieBen es zweckméBig erscheinen, die 
umfangreiche Literatur nur in beschrinktem MaBe zu beniitzen. Ein 
groBer Teil der das Ergebnis eigener Untersuchungen somit darstellen- 
den Tatsachen ist von anderen Forschern inzwischen verdffentlicht wor- 
den, die jedoch vielfach von anderen Gesichtspunkten ausgingen und 
sich anderer Methoden bedienten. Wenn die Nennung der betreffenden 
Autoren vielfach unterblieb, so mége das durch die infolge der Zeitum- 
stinde beschrankte Arbeitszeit und den ungewéhnlichen Umfang der 
Literatur giitigst entschuldigt werden. Einige neuere Mitteilungen aus 
Abderhaldens Institut machten, da eine Umarbeitung untunlich er- 


schien, die Anfiigung eines zweiten Teiles notwendig. 
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gegen seinen Erwartungen auf empirischem Wege ge- 
funden’), von anderen Forschern in Theorie und Praxis ver- 
worfen, als sich herausstellte, daB Placenta auch durch das 
Serum von sicher niemals geschwangerten Personen abgebaut 
wird. Die Mitte zwischen diesen Extremen halten eine Reihe 
von Forschern, die zwar die Existenz einer Schwangerschafts- 
reaktion und ihre praktische, diagnostische Bedeutung aner- 
kennen, dagegen ihre Spezifizitaét leugnen und in der Re- 
aktion lediglich die quantitative Steigerung einer dem 
Serum allgemein zukommenden Eigenschaft erblicken. 
Die Tatsache, daB die Reaktion bei Einwirkung des Serums 
nicht geschwangerter Personen auf Placenta beobachtet wid, 
bestreiten auch Abderhalden und die Anhanger seiner Lehre 
nicht, aber sie erklaren diese ,scheinbar“ nicht spezifischen 
Reaktionen aus Mangeln der Dialysierhiilsen und Organsubstrate, 
sowie aus der Einwirkung anderer als der erwarteten, aber trotz- 
dem spezifischen Abwehrfermente. 

Fiir die Annahme einer spezifischen Schwangerschafts- 
reaktion tiberhaupt und ihrer Spezifizitét als Grundlage der 
Lehre von den spezifischen Abwehrfermenten im weiteren Sinne 
bildet daher der positive Beweis, daB diese scheinbar nicht 
spezifischen Reaktionen in Wirklichkeit streng spezifischer 
Natur, bzw. das Ergebnis von Versuchsfehlern sind, die unum- 
ganglich nétige Voraussetzung. 

Abderhalden hat nun Versuche verdffentlicht?), die als 
Beweis in gedachter Richtung seitdem besondere Bedeutung 
erlangt haben. 

Damals lag bereits die 3. Auflage der ,,Abwehrfermente“ 
vor. Die Mitteilung erschien demnach zu einer Zeit, als die 
Lehre Abderhaldens in allen wesentlichen Punkten schon 
langst abgeschlossen war. Aus dieser Mitteilung geht zweifelsfrei 
hervor, daB Abderhalden das Vorkommen ,,eines ganzen Ge- 
menges spezifischer Abwehrfermente* in ein und demselben 
Serum als Annahme zwar fiir méglich halt, aber als Tat- 
sache in mehr als 600 Fallen von Schwangerschaftsdiagnosen 
und iiber 400 der verschiedensten pathologischen Fille nicht 


1) Abwehrfermente 3. Aufi., S. 88—89, 93. 
*) Miinch. med. Wochenschr. 1913, S. 2774. 
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bestatigen konnte. Die Wirkung ,,polyvalenter“*) Sera als Er- 
klarung ,scheinbar“ nicht spezifischer Reaktionen scheidet daher 
fiir die bis zum Erscheinen der angefiihrten Mitteilung beob- 
achteten Fille endgiiltig aus. Abderhalden teilt dann weiter- 
hin 100 Parallelversuche an bluthaltigen und blutfreien Organen 
mit, als Beweis dafiir, daB der Gehalt des Serums an spezifischen 
Abwehrfermenten, die gegen Bestandteile der roten Blutkérper- 
chen eingestellt sind, bei Anwendung mangelhaft ausgewaschener 
Organe eine der Hauptfehlerquellen des Dialysierverfahrens dar- 
stelle. In allen diesen Fallen handle es sich um spezifische 
Reaktionen: , Unzweifelhaft ist in keinem einzigen dieser 
Falle das betreffende Organeiwei8 zum Abbau gelangt, 
sondern es wurden jedesmal Blutbestandteile hydroly- 
siert. Es ware sonst nicht zu verstehen, weshalb die blut- 
freien Organe keine Spur eines Abbaues zeigten. Selbstver- 
stindlich taéuschen solche Befunde leicht unspezifische Reaktionen 
vor. In den Fallen, in denen die bluthaltigen Organe 
einen Abbau ergaben, mu8 das angewandte Serum Ab- 
wehrfermente besessen haben, die auf Blutbestand- 
teile eingestellt waren.“ 

Betrachtet man indessen diese Versuchsreihe zunachst ein- 
fach nach ihren Ergebnissen und ohne Riicksicht auf die von 
Abderhalden gegebene Deutung, so finden sich darunter nicht 
weniger als 19 Ausnahmen, die als nicht spezifische Reaktionen 
zu betrachten sind. Da diese 100 Versuche nur eine Auswahl 
aus einer ,sehr groBen Zahi“ der iiberhaupt ausgefiihrten Ver- 
suche darstellen, ihre Gesamtzah] aber unbekannt ist, so kann 
dem hohen Prozentsatz der stimmenden Versuche nur ein be- 
dingter Wert beigelegt werden. 

Noch schwerer aber und bestimmend fiir die Entscheidung, 
ob diese ,,scheinbar“ nicht spezifischen als in Wirklichkeit spezi- 
fische Reaktionen anzusehen sind, wiegen jedoch die Bedenken, 
die sich gegen die Logik der Beweisfiihrung geltend machen. 
Um diese 19 Ausnahmen als nur ,scheinbar“ unspezifisch er- 
klaren zu kénnen, sucht und findet Abderhalden ,,sperifische“ 
Abwehrfermente, die auf die betreffenden Organe eingestellt 
sind, iibersieht dabei aber vollstandig, daB diese Deutung iiber- 





1) Abwehrfermente, 4. Aufi., S. 146. 
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haupt verstaindlich und zulassig nur dann ist, wenn man die 
Existenz und Spezifizitat der Schwangerschaftsreaktion wiederum 
als bereits sicher bewiesene Tatsache voraussetzt. Nur in dem 
geainderten Gewand einer ,scheinbar“ nicht spezifischen Re- 
aktion kehrt die bestrittene, spezifische Schwangerschaftsreaktion, 
die ja das eigentliche Ziel des Beweises in letzter Linie bildet, 
hier als Voraussetzung des Beweises durch eine Hintertiir zuriick. 
Die Beweisfiihrung Abderhaldens bewegt sich im Kreise, und 
seine Erklarung der ,,scheinbar“ nicht spezifischen Reaktionen 
gibt sich somit ohne weiteres als eine Hypothese zu erkennen. 
Damit verlieren alle weiteren SchluBfolgerungen ihre Bedeutung. 
Die Lehre Abderhaldens ist also auf ihren Ausgangspunkt 
zuriickgekehrt. Es ist von neuem zu untersuchen, ob es eine 
spezifische Schwangerschaftsreaktion gibt. Abderhaldens Lehre 
und Methodik bilden eine untrennbare Einheit, letztere stellt die 
logische SchluBfolgerung seiner Theorie dar. Die Erkenntnis, 
daB die scharfe Trennungslinie zwischen Hypothese und Tat- 
sache verwischt wurde, erfordert daher als erste Aufgabe, die 
Methodik von allem hypothetischen Beiwerk zu befreien. Wurde 
sie folgerichtig entwickelt, so muB sie imstande sein, die theo- 
retischen Folgerungen, die sich ergeben, wenn man Abder- 
haldens Hypothese als richtig voraussetzt, im Versuche zu 
verwirklichen. Andererseits miissen die vermittels der Abder- 
haldenschen Methode festgestellten Tatsachen der Priifung 
standhalten, wenn man auf sie die allgemein giiltigen, chemi- 
schen und physikalischen Gesetze der Fermentlehre in An- 
wendung bringt. Dagegen scheidet, wie scharf betont werden 
muB, die Tatsache, da8 man vermittels der Abderhaldenschen 
Methodik die Diagnose der Schwangerschaft in einer groBen 
Zahl von Fillen gestellt hat, als Beweis fiir die Richtigkeit 
seiner Lehre vollstindig aus. Sie bildet zunachst nur ihre 
Vorbedingung. Die praktische Verwertbarkeit ergibt sich zwar 
dann als notwendige Folgerung der richtigen Theorie, beweist 
an sich jedoch noch nicht, daB Abderhaldens Erklarung 
der Tatsachen die richtige ist. Gerade auf diese kommt es 
aber an, sie erméglicht erst jene Verallgemeinerung, die der 
Lehre Abderhaldens ihre hohe Bedeutung verleiht. 

Vom rein experimentellen Standpunkt aus betrachtet, laBt 
sich nun der Kern der Abderhaldenschen Lehre in einen 
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Satz zusammenfassen: ,Das spezifische Schwangerschafts- 
ferment baut das spezifische Substrat der Placenta 
iiber ein kolloidales Zwischenstadium zu Polypeptiden 
und Aminosauren ab.“ 

Die experimentelle, sichere Grundlage der Lehre von den 
spezifischen Abwehrfermenten bildet daher der Nachweis von 
Ferment und Abbauprodukten durch Isolierung und Charakte- 
risierung dieser Substanzen. 

Im Gegensatz zu den sicher nachgewiesenen Abbauprodukten 
werden indessen hinsichtlich des Schwangerschaftsferments auch 
die iiberzeugtesten Anhanger der Lehre Abderhaldens ohne 
weiteres zugeben, daB dieser direkte Beweis seiner Existenz 
bisher nicht gefiihrt, vielmehr lediglich auf indirektem Wege 
mit mehr oder weniger groBer Wahrscheinlichkeit aus den 
Wirkungen erschlossen worden ist. Lange’) u.a. machen mit 
vollem Recht den Einwurf, daB die Resistenz der Abder- 
haldenschen Fermente gegeniiber hohen Temperaturen sich 
mit den Tatsachen, die bisher iber Fermente bekannt geworden 
sind, nur schwer vereinen lasse. 

Dem direkten Nachweis sind aber im Gegensatz’ zum 
Ferment die dialysablen Abbauprodukte, nimlich Polypeptide 
und Aminoséuren, durch Emil Fischers Methoden zuginglich 
gemacht worden. Die Isolierung dieser Substanzen aus dem 
Dialysat einer durch Schwangerenserum abgebauten Placenta 
ware daher die erste Vorbedingung einer sicheren, experimen- 
tellen Grundlage, aber nicht die einzige. Durchaus berechtigt 
ist der Einwand Deetjens, daS Aminoséuren auch unter 
anderen Bedingungen im Blute vorkommen und ihr Nachweis 
an sich nicht darauf schlieBen lasse, daB sie auch im Serum 
durch Abbau des Organsubstrats entstanden seien. Dieser 
Punkt ist aber entscheidend. Fiir die Beurteilung der Sachlage 
ist es daher von ausschlaggebender Bedeutung, daB Abder- 
halden diesen Einwendungen zwar die Behauptung, den ge- 
forderten Nachweis erbracht zu haben, entgegenstellt, dagegen 
die angekiindigte Verdffentlichung seines Beweismaterials bisher 
nicht verwirklicht hat. Er teilt zwar neuerdings Versuche mit *) 


1) Diese Zeitschr. 61, 193. 
*) Fermentforschung I, 1, S. 20. 
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bei denen er vermittels des Verfahrens von van Slyke Amino-N 
im Dialysat gefunden hat. Jedoch kann diesen Versuchen keine 
zwingende Beweiskraft zuerkannt werden aus Griinden, die erst 
an spaterer Stelle — cf. optische Methode und zweiter Teil — 
verstandlich werden. Davon abgesehen, ist die genannte Methode 
so schwierig durchzufiihren, daB man, um iiberhaupt sichere Aus- 
schlige zu erhalten, eine Methodik anwenden muB, die von dem 
vorgeschriebenen Verfahren in der Wahl einer erheblich groBeren 
Serummenge abweicht. 

Als Schnellmethode ist das Verfahren nicht anwendbar. 

Um nachzuweisen, daB die Abbauprodukte mit Polypeptiden 
und Aminosauren identisch sind, wurden nacheinander eine ganze 
Reihe von Methoden herangezogen, von denen jedoch nur die 
nachfolgenden eine allgemeine Verbreitung und Billigung von 
seiten Abderhaldens gefunden haben: 

1. Das Dialysierverfahren in Verbindung mit der Biuret- 
reaktion, Ninhydrinprobe und Mikro-N-Bestimmung. 

2. Das Ausfallungsverfahren in Verbindung mit der Mikro- 
N-Bestimmung. 

3. Die optische Methode. 

4. Die interferometrische Methode. 

Das zuletzt genannte Verfahren 148t hinsichtlich der che- 
mischen Natur der Spaltprodukte iiberhaupt keinen SchluB zu. 
Es zeigt lediglich an, daB in dem Reaktionsgemisch eine Kon- 
zentrationsinderung stattgefunden hat. Fiir vorliegende 
Mitteilung kam das Verfahren gar nicht in Frage, weil die Ver- 
suche groBtenteils bereits abgeschlossen waren, als Hirschs 
erste Mitteilung erschien. Man wird an seine Verwendung 
erst dann herantreten, wenn zuvor der Nachweis erbracht ist, 
da8 wir die Spaltprodukte als Polypeptide und Aminosauren be- 
trachten miissen (cf. zweiter Teil, II). 

Die Charakterisierung der Spaltprodukte erfordert den Nach- 
weis, daB sie Stickstoff enthalten. Durch die Mikro-N-Bestimmung 
ist dieser Beweis zweifelsfrei erbracht worden. Dariiber hinaus 
erkennt aber auch Abderhalden dem Verfahren keinerlei Be- 
deutung zu’). Es gelten fiir dessen weitere Verwendung dem- 
nach die gleichen Gesichtspunkte wie fiir die Wahl der inter- 


*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 493. 
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ferometrischen Methode. Da weiter das Ausféllungsverfahren 
nur in Verbindung mit der Mikro-N-Bestimmung beniitzt werden 
soll, so fallt auch dieses Verfahren zunichst fort, und es bleiben 
demnach allein das Dialysierverfahren (in Verbindung mit Biuret- 
reaktion bzw. Ninhydrinprobe) sowie die optische Methode iibrig, 
die Abderhaldens eigentliches Werkzeug beim Aufbau und 
Hauptwaffe im Kampf um seine Lehre bilden. 

In der natiirlichen Entwicklung und indem Wesen 
dieser Lehre’) ist es begriindet, daB die bei gleich- 
zeitiger Beniitzung beider Verfahren gewonnenen Er- 
gebnisse unter allen Umstanden Ubereinstimmung auf- 
weisen miissen und daB allein diese gleichzeitige Uber- 
einstimmung die Spaltprodukte einwandsfrei charakte- 
risiert. Das wird im einzelnen nachgewiesen werden. Als die 
zuverlissigere von beiden Methoden und deshalb unbedingt 
beweiskraftige ist nach Abderhaldens Angaben die optische 
Methode zu betrachten. Trotzdem ist die Zahl der Unter- 
suchungen, die mit letzterer unternommen wurden, relativ klein, 
verschwindend aber die Zahl jener, bei denen gleichzeitig beide 
Methoden angewandt wurden. Erst in Arbeiten jiingeren Datums 
begegnet man der optischen Methode haufiger und findet Hand 
in Hand damit die Stimmen derer in Zunahme begriffen, welche 
die Richtigkeit der Angaben Abderhaldens hinsichtlich ihrer 
Leistung bestreiten. Es kann demnach ein Zweifel dariiber 
nicht bestehen, daB beide Methoden gleichzeitig in An- 
wendung gezogen werden miissen., 


I. Das Dialysierverfahren. 


A. Kritik des Verfahrens, 


Der Nachweis der Abbauprodukte erfolgte im Dialysier- 
verfahren urspriinglich allein vermittels der Biuretreaktion. Ihr 
positiver Ausfall im Dialysat ist, da die Bedingungen des Ver- 
suches (Hiilsen!) so gewahlt werden, daB die biureten Stoffe 
des Serums nicht dialysieren kénnen, als ein zweifelloser Be- 
weis dafiir anzusehen, da8 die Abbauprodukte EiweiBspaltstiicke 
im Sinne Abderhaldens darstellen. Man kénnte daher, voraus- 
gesetzt, daB aus den Organsubstraten keine biureten, diffusions- 


1) Ebenda 77, 256. 
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fahigen Stoffe an das Dialysat abgegeben werden, Serum und 
Organ in jeder beliebigen Menge anwenden und wiirde eine 
positive Reaktion doch nur dann erzielen, wenn ein Abbau er- 
folgt. Die Biuretreaktion zeigt somit das charakteristische Ver- 
halten einer qualitativen Reaktion. 

Das Ninhydrin ist unter den Bedingungen des Dialysier- 
versuchs nach Abderhaldens Ansicht ein Reagens auf die 
a-Aminocarboxylgruppe und daher charakteristisch fiir EiweiB- 
Spaltprodukte. Indessen haben einerseits Halle, Lowenstein 
und P¥ibram’) und andererseits Neuberg’”) von verschiedenen 
Gesichtspunkten aus gezeigt, daB die Ninhydrinreaktion an sich 
vieldeutig ist. Ihre Anwendung zur Charakterisierung der Dia- 
lysate als ausschlieBliche Reaktion an Stelle der Biuretreaktion 
ist daher nur dann zulassig, wenn Tauschungen irgendeiner Art 
mit Sicherheit auszuschlieBen sind. Nach Abderhalden ist das 
der Fall, weil die geringe Konzentration der in Betracht kommen- 
den Substanzen ihren Nachweis verhindert. Das mag fiir die 
Versuchsbedingungen der zuerst genannten Forscher (Halle, 
Léwenstein und Pfribram) und fiir jeden einzelnen der auf- 
gefundenen, reaktionsfahigen Stoffe zutreffen, ob auch bei Gegen- 
wart eines Gemenges mehrerer derselben, ist jedoch nach Neu- 
bergs Versuchen wenig wahrscheinlich, zumal Abderhalden 
selbst angibt, daB der NH,-Gehalt des Serums allein schon den 
Ausfall der Reaktion beeinflussen kann. Der Ersatz der Biuret- 
reaktion durch die Ninhydrinprobe verlangt daher zum wenigsten, 
daB beide eindeutig stets das gleiche Ergebnis zeitigen. Abder- 
halden behauptet das und hielt sich deshalb fiir berechtigt, 
die Ninhydrinprobe an ihre Stelle zu setzen. Andere Autoren 
bestreiten diese Berechtigung. Die Mdglichkeit, daB diese im 
Rechte sind, liegt vor, weil zwischen Biuretreaktion und Nin- 
hydrinprobe hinsichtlich ihrer Anwendungsart und ihres Gel- 
tungsbereichs Unterschiede bestehen. 

Der Unterschied in der Anwendungsart ist nach dem eben 
Gesagten leicht verstindlich. Da das Serum an sich dialysable, 
mit Ninhydrin reagierende Stoffe stets enthalt, die ohne Ein- 
fiihrung von Fehlerquellen sich nicht aus dem Dialysat entfernen 
lassen, so hat man von vornherein eine gewisse Menge mit 


1) Diese Zeitschr. 55, 357. 
*) Diese Zeitschr. 56, 501. 
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Ninhydrin reagierender Substanz im Dialysat, die, wenn man 
sie auch noch so klein wahlt, stets gréBer als Null ist. Die 
Probe kann daher niemals einen negativen Abbau anzeigen, 
sondern bestenfalls angeben, daB die Abbauprodukte einen be- 
stimmten Wert nicht itiberschreiten. Je nachdem man diesen 
Wert bestimmt, kann die Reaktion eine relative oder absolute, 
quantitative Bestimmungsmethode darstellen. Als solche kann 
sie ausschlieBlich verwertet werden, und danach sind die Ver- 
suchsbedingungen einzurichten. Ein weiterer Unterschied zwischen 
beiden Reaktionen besteht in ihrem Geltungsbereich. 

Im Gegensatz zur Ninhydrinprobe versagt namlich die 
Biuretreaktion mit saimtiichen Aminoséuren und einer Anzahl 
von Polypeptiden. 

Die Grenze liegt etwa bei den Tripeptiden. Nicht nur alle 
praktisch in Betracht kommenden léslichen EiweiBkérper, Albu- 
mosen und Peptone geben Biuretreaktion, sondern auch alle 
bisher bekannten Tetrapeptide, ein groBer Teil der Tripeptide 
und eine Reihe von Dipeptiden. Es la8t sich feststellen, daB 
der Eintritt der Reaktion von der Art und Reihenfolge in der 
Verkettung der das Polypeptid aufbauenden Aminosauren ab- 
hangig ist. Die beherrschenden Gesetze sind nur teilweise be- 
kannt. Alle diese Verbindungen und auch die iibrigen, ein- 
schlieBlich der Aminoséuren, reagieren gleichzeitig aber auch 
mit Ninhydrin. Der Abbau eines isoliert gedachten, spezifischen 
EiweiBmolekiils miiBte demnach so verlaufen, daB jede einzelne 
Abbaustufe befahigt ist, gleichzeitig mit beiden Reagentien 
positiv zu reagieren bis zu dem Augenblick, wo die Biuret- 
reaktion ziemlich plétzlich versagte. Dieser Moment wiirde dem 
natiirlichen Ende des Abbauprozesses sehr nahe liegen. Denn 
wenn ein Tetrapeptid weiter gespalten wird, so kann es nur in 
Dipeptid +- Dipeptid oder in Tripeptid +- Aminosiure zerfallen. 
Eine negative Biuretreaktion wiirde bei positiver Ninhydrinprobe 
beobachtet werden. Dieser Fall lat sich aber, soweit es sich 
dabei zunichst nur um die Qualitat der Abbaustufen handelt, 
leicht ausschlieBen. Man unterbricht eben einfach den ProzeB 
vorher. Die Gewahr, daB das geschehen ist, erhalten wir, wenn 
ein Uberschu8 von Substrat gewahlt und gleichzeitig festgestellt 
wird, daB das Ferment beim Abbrechen des Versuchs noch wirk- 
sam war. Dariiber unterrichtet die optische Methode. Da diese 


























220 B. Oppler: 





namlich von vornherein an einem vorgeschritteneren Stadium 
des Abbaus angreift, im iibrigen aber einen identischen ProzeB 
verfolgt — sie fiihrte ja zur Entdeckung der Schwangerschafts- 
reaktion —- und schlieBlich 24 Stunden mindestens durchgefiihrt 
wird gegeniiber einer 16 bis 20 stiindigen Dialyse, so muB das 
Ferment bei Abbruch des Dialysierversuchs noch wirksam ge- 
wesen sein, wenn die optische Methode nach 24 Stunden noch 
einen fortschreitenden Abbau erkennen 148t. Denkt man sich 
nun den Versuch wie beim Ausfallungsverfahren ohne Hiilse in 
einem Kojbchen vorgenommen, ‘so wird man natiirlich alle még- 
lichen Arten von Molekiilen gleichzeitig nebeneinander antreffen, 
aber jede einzelne Abbaustufe zwischen Organ-Eiwei8 und Amino- 
siiure mu8 vorhanden sein, so lange noch Uberschu8 von Sub- 
strat vorhanden ist. 

K6énnen unter diesen Bedingungen beide Reaktionen gleich- 
sinnig ausfallen? , 

Wiirde der Versuch statt einfach im Kélbchen als richtiger 
Dialysierversuch in der Hiilse ausgefiihrt, so hangt das ab von 
der Art und Menge der im Dialysat vorhandenen Abbauprodukte, 
von der Empfindlichkeit der Nachweisreaktionen und der Durch- 
lassigkeit der Hiilsen. Hinsichtlich Art und Menge der Abbau- 
produkte kann man mit Sicherheit aussagen, da8 man nur den- 
jenigen Teil von ihnen wird nachweisen kénnen, den die Hiilsen 
durchlassen. Vom Nachweis ausgeschlossen sind nun nach 
Abderhalden alle kolloidalen Abbaustufen, nachweisbar nur 
die Krystalloide. 

Die Reaktionen werden mit gleichen Halften ein und des- 
selben Dialysats bzw. mit je einer gleichen Halfte von zwei gleich- 
wertigen Dialysaten angestellt. Gleichsinnigen Ausfall beider 
Reaktionen wird man bei gegebener Hiilsendurchlassigkeit nur 
dann erhalten kénnen, wenn jede einzelne der dialysablen Ab- 
baustufen, die aus je einem EiweiBmolekiil gebildet wurde, die 
gleiche Empfindlichkeit gegeniiber beiden Reaktionen besitzt. 
Das wire der Fall, wenn aquimolekulare Lésungen der einzelnen 
Abbaustufen die gleiche Schwellenwertskonzentration fiir die 
Biuretreaktion und die Ninhydrinprobe beséBen. Nachdem nun 
aber ein Teil der nach Abderhaldens Lehre sich bildenden 
Abbaustufen zwar mit Ninhydrin reagiert, aber keine Biuret- 
reaktion gibt, und gerade diese zu den Krystalloiden gehéren, 
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so ist diese Méglichkeit von vornherein ausgeschlossen. Denn 
soll unter diesen Umstiinden das Ergebnis beider Reaktionen 
gleichsinnig ausfallen — und nur unter dieser Voraussetzung 
war ja der Ersatz der Biuretreaktion durch die Ninhydrinprobe 
erlaubt —, so muB8 der Abbau oberhalb der abiureten Stufe 
aufhéren, oder aber es mu8 die Biuretreaktion durch gréBere 
Empfindlichkeit den Vorsprung einholen, den die Ninhydrin- 
probe infolge der gréB8eren Zahl reaktionsfahiger c-Amino- 
carboxylgruppen vor ihr voraus hat. 

In der Literatur iiber die spezifischen Abwehrfermente be- 
gegnet man nun mehrfach der Angabe, daB die Ninhydrinprobe 
empfindlicher sei als die Biuretreaktion. Wenn jedoch, wie 
Abderhalden annimmt, die q-Aminocarboxylgruppe alleiniger 
Trager der Reaktion ist, so mu8, da ja auch jeder Eiwei®kérper 
die Reaktion ebenfalls aufweist, jedes EiweiBmolekiil mindestens 
auch eine freie «-Aminocarboxylgruppe enthalten, also minde- 
stens die gleiche Zahl, die ein Molekiil der Monoaminosiuren 
maximal enthalten kann. Aquimolekulare Lésungen beider 
miBten daher gleich starke Ninhydrinproben geben, aquimole- 
kulare Lésungen von Diaminosiuren die doppelte Farbentiefe 
wie die entsprechende Monoaminosiaurelésung aufweisen. 

Da indessen das Molekulargewicht keines einzigen EiweiS- 
kérpers mit Sicherheit bekannt ist, so lassen sich derartige 
Lésungen gar nicht bereiten, sondern nur gewichtsprozentisch 
vergleichbare. Da ferner Aminosiuren iiberhaupt keine Biuret- 
reaktion geben, so hat ein Vergleich der Empfindlichkeit beider 
Reaktionen gar keinen Sinn, wenn man nicht die Qualitit 
simtlicher Abbaustufen in der betreffenden Lésung kennt und 
zugleich die Konzentration jedes einzelnen dieser qualitativ 
verschiedenen K6rper beriicksichtigt. Das ist indessen unmég- 
lich. Die Vorstellung von der verschiedenen Empfindlichkeit 
der beiden Reaktionen geht zweifellos darauf zuriick, daB ein 
bestimmtes Volumen einer Lésung von bestimmtem Eiweib- 
gehalt eine positive Biuretreaktion und relativ schwache Nin- 
hydrinprobe aufweist, da8 hingegen dieses Verhiltnis sich um- 
kehrt in dem MaBe, wie die hydrolytische Aufspaltung der 
gleichen EiweiBlésung die Zahl der niedrigsten, reaktionsfahigen 
Abbauprodukte vermehrt. 

Der erste Versuch, die aus Abderhaldens Lehre sich er- 
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gebenden SchluBfolgerungen mit den Forderungen in Einklang 
zu bringen, die das Dialysierverfahren bei folgerichtigem Aufbau 
erfiillen sollte, fiihrt zu inneren Widerspriichen und zeigt, da8 
das Verfahren auf hypothetischer Grundlage beruht. 

Das wird noch deutlicher aus Abderhaldens eigenen 
Angaben’): 

»Es ist wohl méglich, daB z. B. in einem Falle eine Menge 
hochmolekularer Peptone im Dialysat vorhanden ist. Die Biuret- 
reaktion ist auffallend stark, dagegen die Ninhydrinreaktion 
schwach. Umgekehrt ist der extreme Fall denkbar, daB der 
Abbau die Peptongrenze unterbietet. Man erhialt eine tiefblaue 
Ninhydrinreaktion als Zeichen dafiir, daB viele Verbindungen 
mit der Struktur der Aminosiuren vorhanden sind, wahrend 
die Biuretreaktion negativ ausfallt. Diese Bemerkungen zeigen 
schon, daB das Ninhydrin viel mehr Verbindungen der Reihe 
der EiweiBabbaustufen erkennen lé8t als die Biuretreaktion.“ 

Es bedarf daher der Aufklarung, wie es méglich ist, dab 
Abderhalden trotzdem mit beiden Reaktionen gleiche Resultate 
erzielen konnte. Sie ergibt sich aus der Ursache, die Abder- 
halden veranlaBte, die Biuretreaktion, wenn auch nicht theo- 
retisch, so doch praktisch zu verlassen und die Ninhydrinprobe 
an ihre Stelle zu setzen. 

Der Grund dafiir liegt in der Unsicherheit ihrer Deutung, 
als deren Ursache Abderhalden die individuell verschiedene 
Empfindlichkeit des menschlichen Auges fiir den Farbenton der 
Biuretreaktion verantwortlich macht. Sie wird in mehreren 
Farbenténen beobachtet, naimlich als rote und violette Reaktion, 
sowie in Ubergangsténen zwischen beiden. Sie unterscheidet 
sich demnach nur wenig von der Ninhydrinprobe, die zwar in 
allen Ubergangsténen zwischen Blau und Rot vorkommt, von 
Abderhalden jedoch als positiv nur dann angesehen wird, 
wenn sie blau bis violett erscheint. Der Farbenton beider Re- 
aktionen ist demnach voneinander so wenig verschieden, daB 
hierin unmdéglich der Grund fiir die unsichere Deutung der 
Biuretreaktion liegen kann. 

Die physiologische Optik lehrt aber auBerdem, daB das 
normale menschliche Auge fiir den roten Teil des sichtbaren 


1) Abwehrfermente, 4. Aufi., 8. 290. 
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Spektrums empfindlicher ist als fiir den blauen. Darauf beruht 
bekanntlich die Bevorzugung roter Signallichter. Man sollte 
daher eigentlich erwarten, da8 dann wenigstens die Ninhydrin- 
probe haufiger negativ ausfiele als die Biuretreaktion. Abder- 
haldens Erklairung ist zweifellos unrichtig. Der eigentliche 
Grund ergibt sich aus folgendem Versuch: In 20 von Schéps 
in Halle geeichten und von mir nachgepriiften und einwandfrei 
befundenen Hiilsen wurde mit 1°/,iger Seidenpeptonlésung 
»Héchst* II — bei 37° ein Dialysierversuch von 24 stiindiger 
Dauer gegen 20 ccm Wasser angesetzt und die Dialysate ver- 
einigt. Durch Probieren wurde alsdann in dem Sammeldialysat 
diejenige Menge bestimmt, die auf 10 ccm verdiinnt, eben eine 
negative Biuretreaktion nach Abderhaldens Vorschrift ergab. 
Mit der gleichen Menge wurden 19 Reagensglaser beschickt und 
die Probe in gleicher Weise angesetzt. Nunmehr fanden sich 
4 Dialysate, die eine positive Biuretreaktion aufwiesen. Die 
20 Proben wurden deshalb drei weiteren Beobachtern mit der 
Aufforderung vorgelegt, etwa vorhandene, positive Reaktionen 
zu bezeichnen. Ohne Kenntnis des Zwecks dieser Versuche 
und des von dem Verfasser gefundenen Resultats und unab- 
hangig voneinander gab jeder sein Urteil ab. Das Ergebnis 
war, daB schlieBlich jeder Beobachter 3 bis 4 positive Reaktionen 
herausfand, jedoch war jede dieser Serien aus verschiedenen 
Proben zusammengestellt. Das Resultat anderte sich aber so- 
fort, als nunmehr die Reaktionszone vor einem Spalt beobachtet 
wurde, der durch Bekleben einer Mattscheibe mit schwarzem 
Papier in der Breite von wenigen Millimetern keilférmig aus- 
gespart war’). 

Es herrschte nunmehr kein Zweifel iiber den negativen 
Ausfall simtlicher Reaktionen. Noch schirfer fiel aber der 
Versuch aus, wenn man dann in folgender, auch bei den Abbau- 
versuchen durchgefiihrten Weise verfuhr. Die nach Abder- 
halden angesetzte und abgelesene Probe wird ordentlich durch- 
mischt (Finger mit Gummikappe!) und durch ein gehirtetes 


1) Die Beobachtung der Reaktion vor einer Mattscheibe wird auch 
von Abderhalden, aber erst in der 4. Auflage der Abwehrfermente 
empfohlen. Sie hat demnach in den viel friiher angestellten Versuchen, 
die die Einfiihrung der Ninhydrinprobe an Stelle der Biuretreaktion ver- 
anlaBten, noch nicht Anwendung finden kénnen. 
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Filter (Schleicher & Schill Nr. 575) gegeben. Der positive 
Ausfall der Reaktion ist an einer rétlich-violetten, in stirkerer 
Verdiinnung fast rosarot erscheinenden Verfarbung der Lésung 
zu erkennen. Man wird haufig beobachten, daB die trotz Fil- 
trierens noch etwas getriibte Lésung nach lingerem Stehen ein 
matt bliulich-weiBes Sediment absetzt. Verwechslungen mit der 
positiven Biuretprobe sind vollstandig ausgeschlossen, wenn man 
Flissigkeit und Sediment trennt oder eine Kontrolle mit Wasser 
zum Vergleich anstellt. Beobachtet man die Filiissigkeitssdule 
auf weiBem Grund in ganzer Schichthéhe, so nimmt die Emp- 
findlichkeit der Probe entsprechend der gegeniiber Abder- 
haldens Anordnung dickeren Fliissigkeitsschicht um das 2- bis 
3fache zu. Verdiinnt man die schwachste, eben noch als rosa- 
rot erkennbare Probe weiter, so nimmt sie eine unbestimmbare, 
orangerote bis gelbe Farbung an. Als positive Reaktionen 
wurden nur diejenigen gerechnet, die die rosarote bis rotviolette 
Farbe mit Sicherheit noch erkennen lieBen. Auf diese Weise 
ist man sogar imstande, allerdings nur innerhalb sehr enger 
Grenzen, eine relative, quantitative Bestimmung der biureten 
Substanz auszufiihren. Der bisher in der Deutung positiver 
und negativer Reaktionen herrschende Zweifel ist damit nahezu 
vollstandig beseitigt, die Grenze des Anwendungsbereiches gegen- 
uber der von Abderhalden geiibten Ausfiihrung der Probe 
um das 2- bis 3fache erweitert und vor allem der Beweis er- 
bracht, daB nicht die innerhalb enger Grenzen schwankende, 
individuelle Empfindlichkeit fiir den Farbenton der Reaktion, 
sondern ihre nicht empfehlenswerte Ausfiihrung als Schichtprobe 
die Ursache ihrer bisher unsicheren Deutung bildet. Die Un- 
sicherheit der Abderhaldenschen Methodik beginnt demnach 
nicht erst mit der Einfiihrung der Ninhydrinprobe, sondern 
bereits mit der Einfiihrung des Dialysierverfahrens iiberhaupt. 

Diese Unsicherheit der Deutung trifft natiirlich die Ver- 
suche Abderhaldens in gleicher Weise wie diejenigen anderer 
Autoren, die mit der Biuretreaktion arbeiteten. 

Diese experimentell festgestellten Tatsachen klaren nun 
zwar die Deutung der einzelnen Versuche auf, jedoch lassen 
sie einen anderen Punkt offen. Wenn Abderhalden, woriiber 
ja seine angefiihrten Worte keinen Zweifel lassen, den negativen 
Ausfall der Biuretreaktion auf eine ungeniigende Konzen- 
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tration biureter Stoffe zuriickfiihrt, so wire es ganz unndtig 
gewesen, die Reaktion zu verlassen. Eine zum Nachweis ge- 
niigende Konzentration muBte sich dann ja leicht durch Ein- 
engen eines oder mehrerer Dialysate oder auch durch Anwendung 
groBerer Mengen Serum (Ferment) und Substrat im Einzel- 
versuch auf Grund der S. 6ff. dargelegten Tatsachen jederzeit 
erreichen lassen. In diesem Falle war dann aber die Anwendung 
der Ninhydrinprobe natiirlich nicht méglich, weil bei Anwendung 
groBerer Serummengen die Konzentration der mit Ninhydrin 
reagierenden, aus dem Serum stammenden Stoffe im Dialysat 
sehr bald eine solche Hohe erreichen muB (S. 7), daB geringste 
Grade des Abbaus sich der Feststellung entziehen. 

Die andere Annahme hingegen, daB die Biuretreaktion 
negativ ausfallt, weil die Peptongrenze unterschritten wird und 
infolgedessen im Dialysat nur abiurete Stoffe auftreten, beruht 
einfach auf einer unrichtigen Uberlegung. Dieser Fall kann 
nur dann eintreten, wenn eine unzureichende Substratmenge 
zum Versuch gewahlt wurde. Da die notwendige Substratmenge 
aber bei der Eichung der Organe festgestellt wird, kann dieser 
Fall nicht eintreten, es sei denn, daB ein besonders wirksames 
Ferment, in dem betreffenden Falle das Substrat, vorzeitig 
erschépfte. Die Gré8e der Drehungsinderung im optischen 
Versuch, die Abderhalden als MaB des Umsatzes ja be- 
trachtet, wiirde, falls diese Annahme Abderhaldens zutrifit, 
durch Vergleich mit dem ersten Versuch dies klarstellen. Da 
schlieBlich die Schwangerschaftsreaktion zuerst an Placenta- 
pepton gefunden, dann spiter auf die Placenta selbst iiber- 
tragen und anfangs ausschlieBlich mit der Biuretreaktion 
nachgewiesen wurde, so ist gerade fiir diesen wichtigsten Fall 
die Méglichkeit vollstindig ausgeschlossen, daB bei zweckent- 
sprechender Versuchsanordnung eine negative Biuretreaktion 
neben positiver Ninhydrinreaktion vorkommt. 

Wird sie bei zweckentsprechender Versuchsanord- 
nung trotzdem beobachtet, so ergeben sich folgende Moglich- 
keiten: 

1. Es liegen iiberhaupt keine Polypeptide vor. ,Durch 
das Dialysierverfahren kann man die kolloidalen Stoffe aus- 
scheiden und ferner mit der Biuretreaktion auch die Peptone 
feststellen, oder aber bei negativem Ausfall der Probe be- 
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weisen, da8 einfachere Verbindungen als Peptone vorliegen 
miissen *),“ 

2. Abderhalden hat sich durch die unbrauchbare Biuret- 
schichtprobe téuschen lassen. In diesem Falle fehlt seiner 
Lehre hinsichtlich der Charakterisierung der Abbauprodukte 
die sichere experimentelle Grundlage, soweit hierfiir das Dia- 
lysierverfahren in Frage kommt. Die Entscheidung trifft die 
optische Methode. Denn Ninhydrinprobe und optische Methode 
miissen nicht nur gleichsinnig, sondern zugleich auch so aus- 
fallen, wie es die Abderhaldensche Lehre verlangt. Des- 
halb wiirde 

3. Negative Biuretreaktion und positiver Ausfall der Nin- 
hydrinprobe bei gleichzeitigem Eintritt einer Drehungsanderung, 
wenn sie entgegengesetzt der Abderhaldenschen Lehre beob- 
achtet wiirden, nur den SchluB zulassen, daB Abderhaldens 
Lehre in theoretischer und methodischer Hinsicht gleichzeitig 
verfehlt ist. Anstatt nun fiir die qualitative Biuretreaktion in 
der einfachen, geschilderten Weise geeignete Nachweisbedingungen 
zu schaffen, hat Abderhalden sie verlassen und an ihre Stelle 
die Ninhydrinprobe gesetzt. Dabei hat er jedoch vollstindig 
iibersehen, da8 diese, nur als relative oder absolute, quantita- 
tive Bestimmungsmethode verwertbare Reaktion, ganz andere 
Versuchsbedingungen fordert. Sollen beide Reaktionen, wie 
Abderhalden ja behauptet, bei der von ihm vorgeschriebenen 
Art der Ausfiihrung sich gleichwertig vertreten konnen, so muBte 
das Dialysierverfahren in folgender Weise erginzt werden. Es 
war ein absolutes Ma®8 der Ninhydrinreaktion und der Hiilsen- 
durchlassigkeit zwecks Beschaffung einer ,,Normalhiilse“ ein- 
zufiihren. Als MaBeinheit der Ninhydrinreaktion war ihr 
Schwellenwert, ausgedriickt in a-Aminocarboxyleinheiten, zu- 
grunde zu legen. Dieser ist durch das Glykokoll gegeben, weil 
dieser Kérper niedrigstes Molekulargewicht mit kleinstem Mole- 
kularvolumen und gréBSter Konzentration an «-Aminocarboxyl- 
gruppen in seinem Molekiil vereinigt, zu den Krystalloiden 
zihlt und ein Endglied fermentativen EiweiBabbaus darstellt. 
Da eine Bestimmung der oberen Grenze der Hiilsendurchlassig- 
keit mit Polypeptiden von bekannter Kettenlange praktisch 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 147. 
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undurchfiihrbar ist, war ein ,,Normalseidenpepton“ herzustellen, 
das folgende Bedingungen erfillen mu. Eine Lésung des- 
selben von bekanntem Gehalt (nach Abderhalden 1°, ig, 
besser in bezug auf N ,,normal“) mu8 bei konstantem N-Gehalt 
ein festes Verhiltnis der Schwellenwertskonzentrationen 
der positiven Ninhydrinprobe, gemessen in Glykokoll- (= «- 
Aminocarboxyl-)Einheiten, und der positiven Biuretreaktion 
aufweisen. Als gleichwertig in bezug auf ihre Durchlissigkeit 
sind dann diejenigen Hiilsen anzusehen, die, unter gleichen 
Bedingungen (Zeit, Temperatur!) gepriift, ein Dialysat geben, 
das bei gleichem, absoluten N-Gehalt Konstanz der Schwellen- 
wertskonzentrationen beider Reaktionen gleichzeitig aufweist. 
Den héchsten, erreichbaren Grad absoluter und dabei gleich- 
wertiger Durchlassigkeit werden dann diejenigen Hiilsen be- 
sitzen, die alle im Seidenpepton vereinigten Stoffe hindurch- 
treten lassen. Ihr Dialysat miiBte den gréBten absoluten 
N-Gehalt aufweisen, gleichzeitig die Schwellenwertskonzentra- 
tionen untereinander und zum N-Gehalt in dem gleichen Ver- 
haltnis stehen, wie in der Normalseidenpeptonlésung. Es eriibrigt 
sich, den Gedanken fortzufiihren, wenn man demgegeniiber 
Abderhaldens Ausfihrungen’) liest: 

»Vielfach ist der Wunsch gedéuBert worden, es méchte 
speziell fiir den Ausfall der Ninhydrinreaktion eine Farbenskala 
enge’s ben werden, damit die Starke der Reaktion allgemein 
gleichartig angegeben werden kénne. Er 1laBt sich nicht gut 
erfiillen, weil die Ninhydrinreaktion sich nicht scharf abstufen 
laB8t. Jeder einzelne Untersucher wird bei einiger Erfahrung 
bald beurteilen kénnen, ob die Reaktion stark, mittelstark, 
schwach oder sehr schwach ausgefallen ist.... Man darf der 
Intensitét der Reaktion kein zu groBes Gewicht beilegen.“ 
(Folgt Zitat 8.9.) Demgegeniiber sei auf die Untersuchungen 
von Abderhalden und Lampé*) verwiesen, die mit Gly- 
kokollreaktionen die Empfindlichkeit der Ninhydrinprobe ge- 
messen haben und zu folgendem Schlu8 kommen: ,Man wird 
ohne Zweifel diese Methode zu einer colorimetrischen Bestimmung 
ausarbeiten kénnen.“ Vgl. ferner Abderhalden und Schmidt’) 


1) Abwehrfermente, 4. Aufl., S. 289. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 473. 
%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 143. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 16 
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Die Hiilsen halt Abderhalden fiir unzuverlissig, der 
Nachpriifung bediirftig und sieht in ihnen eine Hauptfehler- 
quelle des Dialysierversuchs. Eine Nachpriifung der Abder- 
haldenschen Versuche ist denn auch nur dadurch méglich 
gemacht worden, daB ein Seidenpepton von gegebener Be- 
schaffenheit im Handel kéuflich zu haben ist. Man sollte daher 
erwarten, daB die Eigenschaften dieser Substanz in sorgfaltigster 
Weise chemisch und physikalisch bestimmt wiren. Ein Blick 
auf die Tabelle I zeigt, daB diese von Abderhalden emp- 
fohlenen Priaparate eine voéllig verschiedene Beschaffenheit auf- 
weisen, nach Abderhaldens eigener Angabe sich in gleich- 
artiger Beschaffenheit auch gar nicht darstellen lassen und, 
wie sich spater zeigen wird, auch ein ganz anderes Drehungs- 
vermégen, demnach also auch eine andere Zusammensetzung 
als die aus Organen bereiteten Peptone besitzen. Die Methode 
der Hiilsenpriifung ist von Haus aus verfehlt, weil die Hiilsen, 
welche den verschiedenen Forschern zu Gebote stehen, jeden 
beliebigen Grad von Durchlassigkeit besitzen kénnen. Man ist 
einfach auf die Hiilsen von Schéps angewiesen, deren Durch- 
lassigkeit wiederum von dem jeweilig zur Priifung benutzten 
Pepton abhingt, iiber dessen Gehalt an Aminosiuren und 
Polypeptiden hinsichtlich ihrer Art und Menge sich nichts im 
Einzelfalle aussagen 146t. Erreichbar ist bestenfalls gleiche 
Durchlassigkeit der Hiilsen fiir den einzelnen Forscher. 


Tabelle I. 








3°, 2°, 1%, 
Rohr Rohr Rohr Bemerkungen 
100 mm | 100 mm | 200 mm 





Seidenpepton ,,Héchst‘ I — 0,32° | — 0,32° 
* » I} —0,93° | —0,68° | —0,63° 
~ »Halle* . | — 0,30° | — 0,20° | — 0,20° i ean 
( »  ,Oppler*) | —0,73° | —0,51° | —0,50° | enthalt eine be- 
absichtigte kleine 
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Als Vertreter der proteo-peptolytischen Fermente sind die 
spezifischen Abwehrfermente den Gesetzen unterworfen, die 
fiir Ferment-(Enzym-) Reaktionen allgemein giiltig sind: die 
Geschwindigkeit der Enzymwirkung und der Endzustand des 
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enzymatischen Prozesses sind von der Enzymmenge und der 
Konzentration des Substrats abhangig. Im groBen und ganzen 
andert sich die Geschwindigkeit proportional der Enzym- und 
Substratmenge. 

Damit stehen einige Beobachtungen im Einklang, die an 
den Abwehrfermenten Abderhaldens gemacht wurden. 

Oeller und Stephan’) fanden, da8 unter sonst gleichen 
Bedingungen ein zweifellos aktives Serum versagte, wenn seine 
Menge auf etwa 0,5 ccm vermindert wurde. 

Flatow’), und ohne Kenntnis der Flatowschen Versuche 
stellten auch Verfasser fest, daB die Intensitat der Ninhydrin- 
probe mit zunehmender Substratmenge ansteigt. 

Nach Abderhalden ist der Ausfall des Dialysierversuchs 
von dem Gehalt des Organs an spezifischem Zellmaterial stark 
abhangig. Zum Teil, um Fehlern infolge spezifischen Substrat- 
mangels, hervorgerufen durch Inhomogenitét des Substrats, zu 
entgehen, soll man daher die Organe zerkleinern. Bei gleich- 
zeitiger Anwendung des Dialysierverfahrens und der optischen 
Methode ergaben zahlreiche Versuche Abderhaldens, daB bei 
einer 16- bis 20stiindigen Dialyse die Drehungsinderung im 
optischen Versuch nach 48 Stunden grdBer war als nach 
24 Stunden. In vergleichenden Dialysierversuchen von ver- 
schiedener Zeitdauer lieferte Kjaergaard*) den Beweis, dab 
mit der Versuchsdauer die Menge der Abbauprodukte zunahm. 
Diese wenigen Beispiele beweisen zwar noch nicht, daB es sich 
um die Wirkung peptolytischer Fermente handelt, dagegen um 
so sicherer, daB die Konzentration der Abbauprodukte 
von der Ferment- und der Substratmenge und der 
Dauer ihrer gegenseitigen Einwirkung aufeinander. 
abhangig ist, falls wir in der Erscheinung die Wirkung pep- 
tolytischer Fermente zu sehen haben. Neuerdings bestreitet 
Abderhalden‘) diese Tatsachen und setzt sich damit in Wider- 
spruch mit seinen eigenen, soeben erwahnten Angaben. 

Vergleicht man nun damit die Vorschriften, die Abder- 
halden zur Ausfiihrung des Dialysierversuchs gegeben hat, so 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1914 Nr. 1 u. 2. 
*) Miinch. med. Wochenschr. 1914 S. 1169. 

*) Zeitschr. f. Immunitatsforschung 22, H. 1, 31; cf. Anmerkung S. 1 
*) Fermentforschung 1, 1, 8. 20; cf. zweiter Teil II dieser Mitteilung 
16* 
















‘ ata oe aise Si < PR Ie oe NEP an a I oe ” ¥ a oe ee 
Ea af 2 Pe EY Ret Oy eons Rl es oe Pir EIS SAR net te ATR ge eer re ee ~ 
aoe a mate te CAE parenting? mats 3 sale oa 














230 B. Oppler: 


stellt sich heraus, daB es ein feststehendes Verfahren iiberhaupt 
nicht gibt, sondern, daB die Ausfiihrungsbestimmungen im 
Gegenteil die genannten Beziehungen vollstandig vernachlassigen, 
in allen wesentlichen Teilen einer fortlaufenden Verainderung 
unterworfen sind, trotzdem aber die somit iiberhaupt nicht 
miteinander vergleichbaren, zu verschiedenen Zeiten und mit 
Methoden, welche ganz verschiedene Ziele verfolgen (N-Be- 
stimmung, van Styke, Interferometrische Methode), gefundenen 
Versuchsresultate einander gleichgesetzt werden. Die Serum- 
(Ferment-)menge schwankt in Abderhaldens Versuchen 
zwischen 3 und 1 ccm’), die zahlenmaBig anfangs unbestimmte 
Substratmenge spiter zwischen ca. 1,0 und schlieBlich 0,5 bis 
0,25 g*). Diese letztere Zahlenangabe wird praktisch jedoch 
gleichzeitig durch die Vorschrift aufgehoben, die Bemessung der 
Organmenge jeweilig den Erfordernissen des Einzelfalles anzu- 
passen®). Die Dauer des Dialysierversuchs ist auf 24 Stunden, 
dann 16—20 Stunden bemessen‘), neuerdings wird ihre Ver- 
langerung auf 24 Stunden wieder empfohlen. 

Die absolute Konzentration der Abbauprodukte wurde bis 
zur Einfiihrung der Mikro-N-Bestimmung unberiicksichtigt ge- 
lassen, Als Hilsenmaterial (Biuretreaktion) dienten urspriinglich 
Fischblasenkondoms®), iiber deren Durchlissigkeit und Ober- 
flichengr6Be im Vergleich zu den Papierhiilsen keinerlei An- 
gaben Abderhaldens vorliegen. Die Ergebnisse wurden auf 
letztere einfach tibertragen, trotzdem der Effekt von der ab- 
soluten Durchlassigkeit in wesentlicher Weise abhingig ist 
und deswegen die Forderung gleichmaBig durchlassiger Hiilsen 
eine Hauptbedingung fiir die Verwertung der Versuchsergebnisse 
darstellt. 

Halt man diese Tatsachen und Widerspriiche, welche in 
den nachfolgenden Abschnitten dieser Mitteilung noch erheblich 
sich vermehren werden, zusammen, so mu8 in Abderhaldens Vor- 
stellungskreis ein fundamentaler Irrtum sich eingeschlichen haben, 


1) Handb. d, bioch. Arbeitsmethoden 6, 227; Abwehrfermente, 4. Aufl. 
S. 267. 

*) Abwehrfermente, 4. Aufl., S. 267. 

%) Abwehrfermente, 4. Aufl., S. 248. 

*) Abwehrfermente, 3. u. 4. Aufl.; Zeitschr. d. physiol. Chem. 77, 255. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 255. 
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der ihm selbst entgangen ist. Auf den richtigen Weg fiihren die auf 
8.13 beriihrten Unterschiede zwischen Biuret- und Ninhydrin- 
reaktion. Die Ninhydrinreaktion kann, da sie nur absolute, 
wenn auch zahlenmaBig nicht bestimmte, in letzter Linie aber 
tatsichlich von Abderhalden auf Glykokolleinheiten bezogene 
Differenzen angibt, nur als quantitative Methode verwertet 
werden und deshalb iiberhaupt nur anzeigen, daB die pepto- 
lysierende Fahigkeit des Schwangerenserums gréBer ist als die- 
jenige des Serums Nichtschwangerer. Die Biuretreaktion hin- 
gegen ist als quantitative Reaktion nicht verwendbar. 
Zwischen dem Schwellenwert der Biuretreaktion und der 
Farbentiefe der Ninhydrinprobe kénnen, aber miissen nicht 
zahlenmaBige Beziehungen bestehen. Abderhalden hat nun 
gleichzeitig mehrere Fehler gemacht und nicht erkannt. Er hat 
sich 1. durch die Biuretschichtprobe offenbar tauschen lassen, 
2. die Biuretreaktion wie eine relative, quantitative Bestim- 
mungsmethode analog der Ninhydrinprobe benutzt und umgekehrt 
die Ninhydrinreaktion der Biuretreaktion analog als qualitative 
Reaktion angewandt, indem er 3. dabei gleichzeitig iibersehen 
hat, daB die Ninhydrinprobe niemals negative Werte anzeigen 
kann. Sein Nachweis der Abbauprodukte stellt somit eine 
unstatthafte Mischung aus einer qualitativen und quantitativen 
Reaktion dar, die sich nun ebensogut als quantitative wie als 
qualitative Reaktion gebrauchen 1]4Bt und tatsachlich auch so 
gebraucht wird. Ein Abbau gilt namlich als nicht vorhanden, 
wenn die zur Erzielung des Schwellenwerts der positiven Nin- 
hydrinreaktion notwendige Konzentration der a-Aminocarboxyl- 
gruppen nicht erreicht wird. In diesem Falle benutzt man die 
Reaktion bei einer aus den Elementen fiir eine qualitative und 
quantitative Methode gemischten Versuchsanordnung als quali- 
tative Reaktion. Der Versuch ist aber negativ auch dann, 
wenn bei gleicher Versuchsanordnung das Dialysat des Versuchs 
Serum allein bereits mit Ninhydrin positiv reagiert, dasjenige 
des Versuchs Serum -+ Organ aber eine zwar ebenfalls posi- 
tive Reaktion liefert, deren Farbentiefe jedoch derjenigen 
gleich ist, die das Dialysat des Versuchs Serum allein 
ergibt. In diesem Falle dient die Reaktion als relative, quan- 
titative Methode. Eine derartige Methode ist ein Unding. 
Sie konnte sich niemals ergeben, wenn sie folgerichtig aus ex- 
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perimentell festgestellten Tatsachen entwickelt wurde. Als 
letzte Ursache dieses MiSgrifis bleibt daher mit zwingender 
Notwendigkeit nur die Annahme iibrig, daB Abderhalden die 
Hypothese von der Spezifizitat der Abwehrfermente als bewiesene 
Tatsache a priori vorausgesetzt und deshalb bereits bei Ein- 
fiihrung des Dialysierverfahrens sich mit Versuchen zufrieden 
gegeben hat, die an sich, wie ein Vergleich mit seinen heutigen 
Anforderungen an die Methodik zeigen, ihm nicht geniigt hatten, 
wenn er von der Beobachtung zur Theorie, statt deduktiv von 
der Theorie zu den Tatsachen gekommen wire. 

DaB diese Deutung die richtige ist, unterliegt wohl kaum 
einem Zweifel'): ,Die ganze Methodik hat gewiB eine 
Schwaiche — wir sind zurzeit nicht so weit, daB wir auf 
chemischem oder physikalischem Wege feststellen kénnen, ob 
ein bestimmtes Substrat spezifisch ist.“ Damit ist gesagt, dab 
der von anderen durchaus bestrittene, praktische Erfolg, der 
biologische Versuch, das einzige Beweismittel darstellt. 

Wir sind zum Ausgangspunkt unserer Untersuchung, den 
»scheinbar* nicht spezifischen Reaktionen, damit zuriickgekehrt 
und haben gefunden, daS Abderhaldens Beweisfiihrung sich 
im Kreise bewegt, indem dieselbe Hypothese zuerst als Voraus- 
setzung und gleichzeitig als Ziel des Beweises dient. Es mége 
deshalb als Abschlu8 dieser kritischen Betrachtung noch ein 
Beispiel Platz finden, das in iiberzeugender Weise die Richtig- 
keit der aufgestellten Behauptung beweist. 

Der Grund, warum man die Spezifizitat der Substrate bisher 
nicht nachweisen kann, liegt nicht in dem Mangel geeigneter 
chemischer Nachweisreaktionen, diese sind doch in der 
Biuret- und Ninhydrinreaktion usw. gegeben, sondern 
in der Unméglichkeit, die spezifischen Substrate von den nicht 
spezifischen Anteilen des gleichen Organs zu trennen: ,,Anzu- 
streben ist die Darstellung von ,,reinen“ Zellen einer Art als 
Ausgangsmaterial“*). Es ist daher von groBem Interesse, daS 
man dieses Ideal allerdings erreichen und gerade fiir den 
Fall experimentell verwirklichen kann, der die Spezifizitét des 
Schwangerschaftsferments und die Spezifizitét derjenigen ,,schein- 


?) Miinch. med. Wochenschr. 1914, 1899. 
*) Abwehrfermente, 4. Aufl., 8. 235. 
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bar“ nicht spezifischen Reaktion, welche die hauptsichlichste 
Fehlerquelle im Dialysierversuch nach Abderhalden darstellt, 
mit einem Schlage gleichzeitig beweisen wiirde. Dieser Fall 
ist gegeben, wenn man zwischen dem spezifischen Schwanger- 
schaftsferment und dem gegen Bestandteile der roten Blut- 
korperchen eingestellten, spezifischen Abwehrferment zu unter- 
scheiden hat, wenn also z. B. eine einwandsfrei bereitete Placenta 
mit Ninhydrin einen Abbau ergibt unter der Einwirkung von 

1. Serum I einer gesunden Schwangeren, 

2. Serum II eines im iibrigen gesunden, mannlichen Hima- 
tomtragers, 

3. Serum III einer Nichtgeschwangerten oder eines Mannes. 

Die Reindarstellung der spezifischen Placentarbestandteile 
ist in diesem Falle unnétig, da Mannerblut ein auf jene ein- 
gestelltes, spezifisches Ferment niemals enthalten kann. Die 
roten Blutkérperchen hingegen lassen sich in ,reinem“ 
Zustande isolieren, und zwar nach einem Verfahren, 
welches Abderhalden’) selbst in Gemeinschaft mit 
Deetjen ausgearbeitet hat! Lat man nun das gleiche 
Volumen Serum III auf gleiche Gewichtsmengen der Placenta 
und koagulierter ,,reiner* Erythrocyten einwirken, so muB, da 
in letzterem Falle die Konzentration des Substrats unter allen 
Umstinden unendliche Male gréBer ist, die Ninhydrinreaktion 
des Dialysats der Blutkérperchen eine intensivere Ninhydrin- 
reaktion aufweisen. Diesen direkten, experimentellen Beweis 
hat Abderhalden nicht gefiihrt, sondern, wie das Zitat S. 2 
beweist, durch AnalogieschluB die Anwesenheit des Abwehr- 
ferments gegen rote Blutkérperchen auf Grund der Hypothese 
gefolgert; er hat ihn damals auch gar nicht fiihren kénnen, weil 
die Gedankenfolge, die zu diesem Versuch hingeleitet hat, die 
Erkenntnis voraussetzt, daB die Lehre von den spezifischen 
Abwehrfermenten, soweit sie aus Dialysierversuchen erschlossen 
wurde, das Ergebnis einer Versuchsanordnung darstellt, die 
bei ihrer Entstehung das Beweisziel als a priori bewiesene Tat- 
sache bereits voraussetzte. 

FaSt man demgegeniiber zusammen, was an sicherem, 
experimentellen Tateachenmaterial die Arbeit iiber die Abder- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 280 
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haldenschen Abwehrfermente zutage geférdert hat, so laBt sich 
feststellen: Wenn man Serum auf gekochte Organe einwirken 
laBt, so geht in das Dialysat eine N-haltige Substanz iiber, 
die mit Ninhydrin eine gefaérbte Verbindung bildet. Alles, was 
dariiber hinausgeht, ist unerwiesen. 

Bei diesem Stande der Dinge war es von héchstem Inter- 
esse, experimentell zu untersuchen, was es eigentlich mit der 
Lehre von den Abwehrfermenten fiir eine Bewandtnis habe. 
DaB zu diesem Zweck optische Methode und Dialysierverfahren 
beizubehalten waren, kann keinem Zweifel unterliegen. Ebenso 
klar ist aber auch, daB das Dialysierverfahren geaindert werden 
muBte. Es standen mehrere Wege offen. Man konnte die 
Biuretreaktion in der auf 8.224 geschilderten Weise andern. 
In diesem Falle war es nicht méglich, die Ninhydrinprobe in 
demselben Dialysat anzustellen. Es kam ferner ein Ausbau der 
Ninhydrinprobe zu einer absoluten, quantitativen Methode in 
Frage. Dieser Versuch stellte sich von vornherein als aus- 
sichtslos heraus aus Griinden, die in dem Abschnitt Hiilsen- 
eichung erértert werden. Es blieb deshalb nur der in den 
spater mitgeteilten Abbauversuchen auch tatsachlich beschrittene 
Weg iibrig, das Verfahren im wesentlichen beizubehalten, gleich- 
zeitig aber so abzuandern, daB das Verfahren innerhalb der 
von Abderhalden gebilligten, wenn auch dehnbaren Grenzen 
den Bedingungen geniigte, die auf Grund*der §.227 gezogenen 
SchluBfolgerungen zur Fallung einer sicheren Entscheidung ge- 
geben sein muBten. 

Nachdem im Laufe der Zeit jeder einzelne Teil der Me- 
thodik fiir die MiBerfolge verantwortlich gemacht worden ist, 
hat Abderhalden sich schlieBlich dahin entschieden, daB die 
mangelhafte Beschaffenheit der Organsubstrate die Hauptfehler- 
quelle des Verfahrens darstelle. Es war daher unerlaBlich, zu 
diesen Versuchen ein Organmaterial zu beschaffen, das auch 
von Abderhalden als einwandsfrei anerkannt wird. Durch 
das liebenswiirdige Entgegenkommen der Herren Prof. Abder- 
halden und Dr. Lampé bin ich wenigstens hinsichtlich der 
wichtigsten Organe — Placenta und Carcinom — in die an- 
genehme Lage versetzt, diese Bedingung erfiillen zu kénnen. 
Beiden Herren spreche ich dafiir auch an dieser Stelle meinen 
warmsten Dank aus und fiihle mich verpflichtet, noch ganz 
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besonders hervorzuheben, daB Abderhalden sein Bestreben, 
eine Klarung herbeizufiihren, durch Uberlassung von Proben 
einer in seinem Institut hergestellten Placenta in objektiver 
Weise auch dann noch betiatigte, nachdem ich ihn zuvor von 
dem Ergebnis meiner Untersuchung summarisch in Kenntnis 
gesetzt hatte. Dagegen hat Abderhalden meinen mehrfach 
geauBerten, dringenden Wunsch um zeitweilige Uberlassung einer 
Probehiilse zwecks Herstellung von Hiilsen gleicher Durchlassig- 
keit zu erfiillen, sich leider nicht entschlieBen kénnen. 

In dem nachfolgenden Abschnitt iiber Methodik des Dia- 
lysierverfahrens wird sich Gelegenheit bieten, die Ausfiihrungen 
des vorangegangenen Teils zu vervollstandigen und Verschiedenes 
nachzutragen, was im Interesse einer klaren Darstellung bisher 
unerortert blieb. Eine kritische Wiirdigung der spaiteren Abbau- 
versuche macht ein genaues Studium auch der nachfolgenden 
Abschnitte notwendig. 


B. Spezielle Methodik des Dialysierversuchs, 


Die Versuchsanordnung war im Prinzip so zu treffen, dab 
simtliche Versuche miteinander zunachst tiberhaupt vergleich- 
bar werden. Das erfordert: 

1. Gleiche Menge Serum und Organ fiir simtliche Versuche. 

2. Vermehrung der dialysierbaren Abbauprodukte gegen- 
iiber der Versuchsanordnung Abderhaldens. 

3. Ein MeBverfahren zur Bestimmung der Farbentiefe der 
Ninhydrinreaktion. 

4. EiweiBdichte Hiilsen, die einen héheren Grad von Durch- 
lassigkeit besitzen, als die nach Abderhaldens Vorschrift von 
Schéps in Halle geeichten. 

5. Priifung der Placenta durch Serum Schwangerer und 
Nichtschwangerer sowie gleichzeitige Einstellung von Kontroll- 
organen. Erst nach dem Ergebnis dieser durch die optische 
Methode kontrollierten Versuche ist der weitere Gang der 
Untersuchung zu gestalten. 

1. Die Biuretreaktion cf. S. 220. 

2. Die Ninhydrinreaktion. Man versetze 6 Proben von 
je 10 com eines Sammeldialysats einer 1°/,igen Seidenpepton- 
lésung mit 0,2 ccm einer 1°/, igen Ninhydrinlésung. Probe I 
koche man nach Abderhaldens Vorschrift 1 Minute und lasse 
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*/, Stunde an der Luft erkalten. Probe II hingegen koche 
man 3 Minuten und ersetze nach */, stiindiger Luftkiihlung den 
kaum merklichen Fliissigkeitsverlust. Sie bleibt auch dann 
dunkler als Probe I. Der Unterschied der Farbung verschwindet 
erst, wenn der Wasserzusatz den durch Verdampfung _hervor- 
gerufenen Filiissigkeitsverlust um ein Mehrfaches _iibertrifft. 
Erhitzt man die Proben III und IV wiederum 1 Minute, aber 
nicht in der Flamme, sondern in einem Kochbade, und zwar 
Probe III bei 100° und Probe IV bei ca. 120°, so ist Probe IV 
auch nach Ausgleich des Volumens dunkler als Probe III, deren 
Farbentiefe diejenige von Probe I nicht erreicht. Um die 
Farbung von Probe III derjenigen von Probe I gleich zu machen, 
mu8 die Erwairmungsdauer von Probe III erheblich verlaingert 
werden. Erhitzt man schlieBlich die Proben V und VI gleich- 
artig und gleich lange nach einer dieser Methoden, lat Probe V 
*/, Stunde erkalten, waihrend Probe VI durch Eintauchen in 
kaltes Wasser schnell abgekiihlt wird, so ist Probe V dunkler 
gefarbt als Probe VI. Alle diese Versuche, die in beliebiger 
Weise und mit im voraus zu berechnendem Erfolge sich variieren 
lassen, beweisen, daB die nach Abderhaldens Vorschrift aus- 
gefiihrte Ninhydrinprobe eine unvollistandige, an einem beliebigen 
Punkte ihres Verlaufs abgebrochene Reaktion darstellt. Die 
Endfarbung hangt demnach bei feststehender Ninhydrinmenge 
nicht nur von der absoluten Konzentration der mit Ninhydrin 
reagierenden Substanz (Abderhalden) und dem Konzentrations- 
verhaltnis dieser zum Ninhydrin (Deetjen) ab, sondern als 
weitere Faktoren treten die absolute Héhe und Dauer der 
Reaktionstemperatur hinzu, sowie, was Abderhalden bereits 
festgestellt hat, die absolute Menge Ninhydrin. Welchen Er- 
hitzungsmodus man wahit, diirfte an sich ziemlich gleichgiiltig 
sein, vorausgesetzt, da8 nur das einmal angenommene Verfahren 
fiir simtliche Versuchsproben streng durchgefiihrt wird. In 
praxi bewahrt sich indessen die Erhitzung in Kochbadern 
weniger als das Kochen iiber freier Flamme. Diese Angabe 
Abderhaldens kann ich auf Grund einer ausgedehnten Er- 
fahrung bestatigen. Es wurde daher dieser Erhitzungsmodus 
beibehalten, jedoch mit der Abweichung, da8 in sadmtlichen 
Versuchen dieser Mitteilung eine Erhitzungsdauer von 70 Se- 
kunden, die im LEffekt dem Kochmodus Abderhaldens 
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ziemlich genau entspricht, streng eingehalten wurde. An Stelle 
der nicht “empfehlenswerten Siedestibe wurden 3 médglichst 
gleichgroBe Siedesteine benutzt, die aus vunglasierten, ge- 
brannten Tontellern in bekannter Weise hergestellt wurden und 
ein Gesamtgewicht von etwa 0,15 g hatten. Gekocht wurde 
nach Deetjens Vorschlag in Jenenser Glisern, deren Mae 
jedoch 15/160 mm betrugen. Die Kochdauer von 70 Sekunden 
wurde gewahlt, weil, gleichgiiltig, welches gegen den Siedeverzug 
wirksame Mittel man auch wiahlt, der Siedebeginn nicht absolut 
sicher festzustellen ist und Differenzen der Kochzeit von etwa 
3 bis 5 Sekunden, wie eigens angestellte Versuche zeigten, schon 
Unterschiede der Farbentiefe bedingen kénnen. 

Kocht man hingegen ohne Stabe oder Steine, so ergeben 
die mit dem Siedeverzug verkniipften Temperaturschwankungen 
unbrauchbare Resultate. Die Verwendung der vom Verfasser 
bevorzugten, engeren Reagensgliser erschwert zwar das Kochen 
ein wenig. Der Nachteil wird aber dadurch wettgemacht, dab 
infolge der hoheren Fiiissigkeitssiule Reaktionen noch ails 
positiv erkannt werden, die in den weiten Reagensglaisern 
bereits negativ erscheinen. Beim Kochen mu8 der Fliissigkeits- 
spiegel der wallenden Fliissigkeit méglichst stets bis zu der- 
selben Hohe getrieben und bis zum SchluB gehalten werden. 
Es empfiehlt sich daher, eine Marke an den Glasern anzubringen. 
Die Glaser werden so gewahlit, daB die Fliissigkeitssiule von 
10 ccm eine Héhendifferenz von 1 bis 2 mm nicht iiber- 
schreitet. Viele hundert Glaser wurden zu diesem Zweck aus- 
gemessen; nur etwa 15°/, derselben erwiesen sich als brauch- 
bar. An schwichsten Ninhydrinproben kann man 6fters beob- 
achten, daB sie nach */, Stunde Luftkiihlung aus nicht sicher 
erkannter Ursache bis zur Unkenntlichkeit wieder verblaBt sind. 
Es war daher zu iiberlegen, ob man nicht durch sofortige 
Kihlung bei verlingerter Kochzeit diesen Fehler beseitigen 
sollte. Da dieser Fehler indessen fiir alle Untersucher in gleicher 
Weise gilt, wurde, um das Verfahren der Vorschrift Abder- 
haldens méglichst anzupassen, die Luftkiihlung von */, Stunde 
fiir die Abbauversuche streng beibehalten. Bei den anderen 
Versuchen sind Art und Dauer der Kiihlung jedesmal genau 
angegeben. Die Ninhydrinmenge betrug immer 0,2 ccm der 
1°/,igen Lésung. Das beschriebene Kochverfahren bedeutet 
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eine nicht ganz unbeabsichtigte Erschwerung des. Verfahrens. 
Man ist gezwungen, die Methode sorgfaltig einzuiiben und ge- 
winnt nur auf diese Weise das MaB von Sicherheit in der 
Handhabung der heiklen Probe, das man besitzen muB, um 
sichere Schliisse aus seinen Untersuchungen ziehen zu kénnen. 

Es sei indessen nochmals ausdriicklich darauf hingewiesen, 
daB8 auch jedes andere Verfahren zum Ziele fiihrt, voraus- 
gesetzt, daB die genannten Faktoren beriicksichtigt und das 
einmal gewahlte Verfahren auch dauernd eingehalten wird. 

Die Bedeutung der Reaktion des Mediums fiir den Aus- 
fall des Versuchs hat Abderhalden zwar als richtig anerkannt, 
die seiner Ansicht nach durch Gegenwart von Siéuren bedingte, 
rote Ninhydrinprobe, sowie gelbliche und braunliche Farben- 
téne als negative Reaktionen ausgeschaltet, sowie ferner die 
Vorschlige Deetjens der Beachtung empfohlen und zu _ be- 
sonders vorsichtiger Bereitung des destillierten Wassers geraten, 
indessen liegen systematische Untersuchungen von seiner Seite 
nicht dariiber vor, ob und in welcher Weise hierdurch der 
Reaktionsverlauf beeinfluBt wird. Es ist demnach ein fiir 
dessen Beurteilung erheblicher Faktor im wesentlichen von 
Abderhalden unberiicksichtigt geblieben. Da die eigenen 
Versuche nur das Abderhaldensche Verfahren in Anwendung 
zu ziehen hatten, lag zunachst kein AnlaB vor, hierin eine 
Anderung eintreten zu lassen. Das Dialysierverfahren weist 
demnach an dieser Stelle jedenfalls eine weitere, bedenkliche 
Liicke auf. Vgl. zweiter Teil I. 


Die quantitative Ninhydrinreaktion. 

Den Schwellenwert der positiven Ninhydrinreaktion haben 
Abderhalden und Lampé’) fiir Glykokoll zu 1: 11000, 
Abderhalden und Schmidt?) zu 1:65000 bestimmt. 

Die nachfolgende auf Seite 239. befindliche Tabelle II 
zeigt zwei Tatsachen auf, namlich, daB der von mir gefundene 
Schwellenwert mit den obigen Angaben nicht iibereinstimmt, 
sondern etwa 1,65:11000 entsprechen wiirde. Da indessen die 
Art des Kochens, die absolute Temperatur, die Kochdauer usw. 
das Ergebnis wesentlich beeinflussen, ist auf den absoluten 
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Tabelle II 





























ba ar Luftkiihlung 
0 Sekunden 30 Minuten P : 
Nr. ; oe Bemerkungen 
®/,o00°Glykokoll H,O Ninhydrin 1°/, 
com ecm 
1 1,6 8.4 0,2 a 
2 1,7 83 0,2 en 
3 1,8 8,2 0,2 a“ 
4 1,9 8,1 0,2 ? 
5 2,0 8,0 0,2 ini 
6 2,1 7,9 0,2 + 
7 2,2 7,8 0,2 + 
8 2,3 7,7 0,2 + 
9 2,4 7,6 0,2 + 
ist natiirlich viel 
z 4 %0 os on tne oe aa. 
12 8,0 2,0 0,2 p++ 
13 9,0 1,0 0,2 +++ gt ecm Non 
verschiedener Far- 
ee. ae 
14 10,0 0,0 0,2 +4+4++ 14> 12 





Wert kein groBes Gewicht zu legen. Diese Zahlen haben nur 
Bedeutung fiir den jeweiligen Untersucher. Von Wichtigkeit 
ist dagegen eine andere Tatsache, namlich, daB der Schwellen- 
wert der positiven Reaktion nicht identisch ist mit dem kleinsten 
Wert, der sich iiberhaupt mit der Reaktion nachweisen laBt. 
Diese Erscheinung, die innerhalb engster Grenzen bei mehr- 
facher Wiederholung des Versuchs stets wieder festzustellen 
war, ist wohl so zu erkliren, daB wie bei jeder Molekular- 
reaktion zum Unterschied von einer Ionenreaktion auch die 
Bildung der gefirbten Verbindung mit Nebenreaktionen einher- 
geht, und da8 die Bildung der Reaktionsprodukte nach Art 
und Menge von Bedingungen abhangt, iiber die nichts Sicheres 
auszusagen ist, weil man die chemischen Vorginge bei der 
Reaktion zwischen Ninhydrin und der reaktionsfahigen N-Gruppe 
qualitativ und quantitativ noch nicht genau kennt. Jedenfalls 
ist mir aufgefallen, daB positive Reaktionen, nicht nur mit 
Glykokoll, sondern auch bei Abbaudialysaten eine ganz ver- 
schiedene Lebensdauer hatten. Manche behielten ihre Farben- 
tiefe oft scheinbar viele Stunden unverindert bei, andere zeigten 
in kurzer Zeit bereits eine deutliche Abblassung. Namentlich 
konnte das an reinsten Glykokollésungen beobachtet werden. 
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Ist nun die gegebene Erklarung richtig oder nicht, so zeigt 
doch die Beobachtung jedenfalls, daB die Aussicht, auch ge- 
ringste Grade positiven Abbaus nachzuweisen, dann grdéBer ist, 
wenn die Serummenge so gewahlt wird, daB das Dialysat des 
Versuchs Serum allein, gleichsam die Kosten der Nebenreaktionen 
bestreitet. Das ist dann der Fall, wenn eben das Dialysat des 
Versuchs Serum allein eine bereits positive Ninhydrinreaktion 
aufweist, die andererseits nur so schwach sein darf, daB geringe 
Zunahmen der Farbenintensitét nicht verdeckt werden. Das 
auf §. 235 geschilderte Prinzip der Versuchsanordnung vereinigt 
demnach mit dem Vorzug stirkerer Konzentration der Abbau- 
produkte den Vorteil, auch den Reaktionsbereich nach unten 
weiter auszudehnen als die Versuchsanordnung Abderhaldens, 
der die Serummenge so gering wahit, daB das Dialysat des 
Versuchs Serum allein den Schwellenwert nicht erreichen soll. 
In Wirklichkeit wurden diese Messungen aber, wie ein Blick in 
die Versuchsprotokolle zeigt, in modifizierter Weise ausgefiihrt. 
An Stelle der ®/,.,9-Glykokollésung wurde "/,,.-Lésung benutzt. 
Das war nicht nur wegen der genannten Gefahr des vorzeitigen 
Abblassens nétig, sondern vor allem deshalb, weil die zahl- 
reichen MaBnahmen, die jeder einzelne Abbauversuch innerhalb 
einer beschrinkten Arbeitszeit erforderte, zu médglichster Zeit- 
ersparnis zwang. Nach dem, was iiber die Faktoren gesagt 
wurde, die den Ausfall der Reaktion bedingen, miiBte die 
gleiche Intensitét der Farbentiefe sich auch mit einer konzen- 
trierteren Lésung von Glykokoll erzielen lassen, wenn diese 
entsprechend kiirzer erhitzt wurde. Das geschah dadurch, da8 
die Kochzeit von 70 Sekunden zwar beibehalten, dafiir aber die 
Reaktion durch Abkihlen des Réhrchens auf die Temperatur 
des strémenden Leitungswassers unterbrochen wurde. Zwischen 
dem Ende des Kochens und Eintauchen in das Wasser liegen 
3—4 Sekunden. Unter diesen Bedingungen stellen 0,6 ccm 
®/ 907 Glykokollésung +- 9,4 com H,O den Schwellenwert 
der positiven Ninhydrinreaktion dar, der immer wieder ge- 
funden wurde. 

DaB man mit dieser Methode bei sorgfaltigem Arbeiten 
Konzentrationsunterschiede sicher nachweisen kann, zeigen fol- 
gende Versuche mit Seidenpeptonen. 
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Tabelle III. 


Erhitzungsdauer 70 Sek.; Luft 3 bis 4 Sek.; H,O-Kiihlung; 
Seidenpeptonlésung in °/,. 

















nHalle“ »Hochst* I »Hochst* II 
0,01 — 0,01 ~ 0,01 — 
0,02 — 0,02 — 0,02 — 
0,03 + 0,03 — 0,03 — 
0,04 + 0,04 ? 0,04 ? 
0,05 > 0,03 0,05 + > 0,04 0,05 + 
0,06 > 0,04 0,06 > 0,04 0,06 + 
0,07 > 0,05 0,07 > 0,06 0,07 > 0,04 
0,08 > 0,06 0,08 > 0,06 0,08 > 0,06 
0,09 > 0,07 0,09 > 0,07 0,09 > 0,07 
0,10 > 0,08 0,10 > 0,08 0,10 > 0,08 


Wenn demnach auch die Methode an sich sicher brauch- 
bar ist, so ergeben sich bei Abbauversuchen doch Schwierig- 
keiten aus Folgendem. Die Farbennuance der mit Glykokoll- 
lésung erzielten Reaktion ist im Gegensatz zu der blauvioletten 
Reaktion der Abbaudialysate nicht ganz selten etwas mehr 
rotviolett gefirbt. Helligkeitsunterschiede werden dadurch etwas 
verwischt. Man muB deshalb eine ganze Reihe von Glykokoll- 
proben anstellen. Dann findet man jedoch mit sziemlicher 
Sicherheit die Grenze. Wiahrend die Dialysatproben der frei- 
willigen Abkiihlung iiberlassen bleiben, kocht man die bereits 
vorher mit 0,2 ccm Ninhydrinlésung und H,O auf 10,2 com 
aufgefiillten, mit Siedesteinen beschickten und passend ab- 
gestuften */,,.-Glykokollproben, etwa 0,5, 0,7, 1,0... 3,5 cem 
70 Sekunden und kiihlt in flieBendem Wasser. Dann bedeutet 
z. B. in Versuch 9, daB die in Versuch 9 mit +++ bezeich- 
neten Reaktionen dunkler gefarbt waren als die Glykokoll- 
proben, die 0,6 bis 1,2 ccm */,,.-Glykokoll enthielten, aber 
heller als alle Proben, deren Gehalt 2,3 com derselben Lésung 
iiberstieg. Um die geschilderte Fehlerquelle méglichst auszu- 
schalten, wurde schlieBlich die Colorimetrie gleichzeitig heran- 
gezogen. 

Mit Riicksicht auf die Bediirfnisse der Klinik wurde von 
der Anwendung komplizierter Apparate Abstand genommen und 
die Colorimeter von Plesch sowie Autenrieth und Kénigs- 
berger benutzt, deren Apparat ersterem vorzuziehen ist. Der 
Keilkolben (Plesch) wurde mit der dunkelsten Lésung, der 
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Keil (Autenrieth-Kénigsberger) mit dem Gemisch der 
dunkelsten, sich kontrollierenden Bestimmungen gefiillt. Nach- 
einander wurden die helleren Lésungen in den zuvor jedesmal 
gereinigten und getrockneten Kolben bzw. Trog gebracht. 

Wurde dann z. B. in Versuch 15 der Keil mit einem Ge- 
misch der gleich stark gefairbten und deshalb vereinigten Nin- 
hydrinproben aus Hiilse 33 und 1 des Versuches 15, der Trog 
aber mit den Ninhydrinproben der Dialysate aus Hiilse 4, 15 
oder 18 gefiillt, so wurde ein Unterschied in der Helligkeit 
beider Gesichtsfeldhalften erst deutlich, wenn der Keil bis zum 
Teilstrich 12 der Skala des Apparats herausgezogen wurde. Be- 
schickte man hingegen bei gleicher Keilfiillung den Trog mit 
den wiederum nahezu gleich stark gefarbten Ninhydrinproben 
der Dialysate von Hiilse 18 und 25 des Versuchs 14 bzw. 
mit dem Dialysat aus Hiilse 13, 30, 40 des Versuchs 15, so 
bestand gleiche Helligkeit beider Gesichtsfeldhalften wiederum 
im Bereiche der Teilstriche 70 und mehr = ? 

Wie ohne weiteres ersichtlich ist, kann das Verfahren als 
quantitative Methode nur cum grano salis bezeichnet werden. 
Es handelt sich mehr um ein objektives Schitzungsverfahren. 
Es geniigt aber, um diejenigen SchluBfolgerungen zu ziehen, 
die der Verfasser aus seinen Versuchen gezogen hat. Um aber 
vollends jede subjektive Deutung der Versuche auszuschlieBen, 
wurden die lediglich mit einer Zahl bezeichneten, nach ab- 
steigender Farbentiefe geordneten Ninhydrinproben unabhangig 
vom Verfasser fast ohne Ausnahme von Herrn Prof. May kon- 
trolliert, dem die Bedeutung der Versuchsreihe jeweils véllig unbe- 
kannt war. Es sei deshalb auf den Versuch 10 als Beispiel einer 
Differenz unserer Ablesungen und auf Versuch 16 hingewiesen. 

Besonders bemerkenswert ist bei diesem Versuch, daB der 
Buchhalter der Poliklinik, Herr Rattenhuber, hier ohne jeg- 
liche Vorbereitung seine erste colorimetrische Bestimmung 
ausfiihrte. Der Zweck der Versuche war keinem der Herren 
bekannt. Die schriftlich niedergelegten Ergebnisse wurden erst 
nachtriglich verglichen. Um MiBverstindnissen vorzubeugen, 
sei bemerkt, daB die Bezeichnung + ++ +++ .... lediglich 
Unterschiede der Farbenintensitét innerhalb der betreffenden 
Versuchsreihe zum Ausdruck bringen soll, abgesehen von den 
als solche ohne weiteres erkennbaren Versuchen. 








Uber Abderhaldens ,,spezifische“ Abwehrfermente. 243 


3. Die Sulfosalicylsiureprobe diente als EiweiBreagens 
zur Priifung der Hiilsen auf EiweiSdichtigkeit. Toluol ist in 
H,O spurenweise léslich. Dialysate von Serum oder Abbau- 
versuchen erfahren bei Abkiihlung auf Zimmertemperatur eine 
minimale Triibung, auch wenn das vollkommen klare Serum 
in niichternem Zustande entnommen wird. Vertreibt man durch 
Kochen die letzten Spuren von Toluol, so nimmt diese vorher 
nur durch Vergleich mit H,O erkennbare Triibung ganz wenig 
zu. Es handelt sich zweifellos um die Ausscheidung toluol- 
léslicher Kérper, welche aus dem Hiilseninnern in die auBere 
Toluolschicht diffundieren. Die Gefahr einer Tauschung in 
positivem wie negativem Sinne ist daher gegeben. Man iiber- 
zeuge sich durch Kochen des zunichst bei Zimmertemperatur 
mit Sulfosalicylsiure gepriiften Dialysats, daB tatsaichlich weder 
Eiwei8 noch Albumosen vorliegen, indem man die erkaltete 
Probe 24 Stunden stehen 148t, aufschiittelt und mit der Lupe 
betrachtet. Die geringste Flockenbildung ist, ob in jedem 
Falle mit Recht, bleibe dahingestellt, als positive EiweiBprobe 
zu bewerten. Jedenfalls sind solche Hiilsen auszuschalten. 

4. Die Hiilsen. Eine Eichung der Hiilsen nach dem auf 
S. 227 dargelegten Prinzip erwies sich als undurchfiihrbar, weil 
die Biuretreaktion und die Ninhydrinprobe sich, wie die 
Tabelle III S. 241 zeigt, nicht so scharf abgrenzen lassen, daB 
man mit diesen Reaktionen sichere Werte erhalt und weil das 
Seidenpepton sich nicht in konstanter Zusammensetzung dar- 
stellen l4Bt. Es wurde, um Hiilsen zu erhalten, die hin- 
sichtlich ihrer Durchlassigkeit die Hiilsen Abderhaldens 
iibertreffen, in folgender Weise verfahren. Es wurde eine 
groBere Menge der von Schleicher & Schill bezogenen 
Hiilsen zunichst am Rande mit nicht abwaschbarer Tinte be- 
zeichnet, und die fiir Eiwei8 durchlaissigen wurden ausgemerzt. 
Die iibrigen wurden nun mit den von Schéps gepriiften Hiilsen 
unter Benutzung von Seidenpepton ,,Halle“ verglichen und eine 
Serie gleichmaBig durchgangiger Hiilsen ausgewahlt, und zwar 
diejenigen, die ein starker mit Ninhydrin reagierendes 
Dialysat geliefert hatten als die Hiilsen von Schéps. Uber 
den Grad der Durchlissigkeit findet man die Angabe in der 
Literatur, daB bei Anwendung einer 1°/,igen Seidenpepton- 


lésung die Ninhydrinreaktion im Dialysat so tief gefarbt ist, 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 17 
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daB Unterschiede der Durchlassigkeit kaum mit Sicherheit fest- 
zustellen sind. Die gleiche Beobachtung wurde an den von 
Schéps bezogenen Hiilsen gemacht. Sie waren demnach nicht 
weniger durchlissig als die von Abderhalden und anderen 
Forschern benutzten. Da alle Autoren darin einig sind, dab 
die Hiilsendurchlissigkeit beim Sterilisieren sich andert, so 
wurde jede Beriihrung mit kochendem Wasser vermieden. Nach 
jedesmaligem Gebrauch wurden sie durch einen kraftigen 
Wasserstrah] von ihrem Inhalt befreit und dann durch 24- bis 
48stiindiges Waschen in strémendem Wasser gereinigt. Die 
Priifung mit Eiereiwei8 und 4 verschiedenen Seidenpeptonen 
wurde in Absténden von je einem Monat bei 37° wiederholt, 
bevor die Versuche begannen. Nur diejenigen Hiilsen, die bei 
dieser viermaligen Priifung gleichmaBig durchlissig befunden 
wurden, sind zu Abbauversuchen benutzt worden. In der 
Zwischenzeit wurden sie in Chloroformwasser, das mit Toluol 
iiberschichtet war, aufbewahrt. Die verschiedenen Dialysate 
und die entsprechenden Hiilseninhalte je einer Priifung wurden 
getrennt vereinigt und aufbewahrt. Nach einjahrigem Stehen 
sind die Dialysate klar geblieben und lieBen auch mikroskopisch 
keine Bakterienentwicklung erkennen. Das Chloroformwasser 
wurde wihrend der ganzen Versuchsdauer nicht gewechselt. Es 
wurde nach Beendigung der Untersuchung im Vakuum von 
Toluol und Chloroform befreit und bei 40° bis auf wenige 
Kubikzentimeter eingeengt. Diese wurden in zwei gleiche 
Hilften geteilt, die eine mit Ninhydrin, die andere mit der 
Biuretreaktion gepriift. Beide fielen negativ aus. Bei dieser 
Gelegenheit erfuhr Verfasser zum eigenen Schaden, da8 einmal 
in Gebrauch genommene Hiilsen, worauf Abderhalden erst in 
der 4. Auflage der Abwehrfermente besonders hinweist, vor Aus- 
trocknung auf das sorgfiltigste bewahrt werden miissen. Viel- 
leicht hangt das mit einer Beobachtung zusammen, die an 
zwei aus diesem Grunde von der Benutzung ausgeschlossenen 
Hiilsen gemacht wurde. Von ibrer oberen Circumferenz liste 
sich eine farblose Lamelle ab, die, als sie in getrocknetem Zu- 
stande der Flamme genahert wurde, explosionsartig verbrannte. 
Es scheint demnach, als ob die Hiilsen mit Kollodium getrainkt 
sind. Kollodiummenbranen werden unbrauchbar, wenn sie aus- 
trocknen. Der Gefahr wird man vermutlich dadurch begegnen 
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kénnen, daB man dem Wasser etwas Glycerin zusetzt; daB die 
Hiilsen vor mechanischer Verletzung sorgfaltig zu bewahren 
sind, versteht sich von selbst. 

Eine einfache und zweckmaBige Hiilsenkontrolle wahrend 
der Versuche ist als ,,Hiilsenwechsel“ Seite 261 beschrieben 
worden. Sie machte die Unterbrechung der Versuche durch 
Wiederholung der Priifung unnétig. Die Hiilsendurchlassigkeit 
bewegt sich gleichsinnig mit der Temperatur, bei der die 
Priifung stattfindet. Es ist deshalb unbedingt notwendig, daB 
die Hiilsenpriifung bei 37° vorgenommen wird. 

Mit einigen Worten sei nur noch kurz auf die dem Dialysier- 
verfahren zugrunde liegende Idee eingegangen. 

Zwischen Seidenpepton und den natiirlichen Abbauprodukten 
der Placenta bestehen, wenn man von der Annahme ausgeht, 
daB der der Schwangerschaftsreaktion zugrunde liegende Abbau- 
mechanismus nach Abderhaldens Annahme verliuft, keine 
direkten, biologischen Beziehungen. Ware Abderhaldens 
Hiilsenpriifung richtig, so weist die Schwangerschaftsreaktion 
nur diejenigen aus Placenta durch spezifischen Fermentabbau 
entstandenen Spaltprodukte des spezifischen Substrats nach, 
welche hinsichtlich der ihr Dialysiervermégen bestimmenden 
Eigenschaften mit den im Seidenpepton vereinigten, dialysablen 
Spaltprodukten der Schwefelsiurehydrolyse von Seide identisch 
sind. Man erkennt auch hieraus wiederum den logischen Zu- 
sammenhang von optischer Methode, Biuretreaktion und Nin- 
hydrinprobe und zugleich, daB als die das Diffusionsvermégen 
beherrschende Eigenschaft Abderhalden das Krystallisations- 
vermégen der Spaltprodukte betrachtet. CKolloidale Abbau- 
produkte sind dem Nachweis nicht zuginglich. Diese Ab- 
grenzung ist indessen unscharf, weil sie nur fiir die Extreme 
gilt. Von welchem physikalischen oder chemischen Gesichts- 
punkt aus immer man den Unterschied zwischen beiden Arten 
von Kérperklassen zu bestimmen versucht, stets wird man 
finden, daB beide Begriffe sich nur teilweise decken und daB 
die Uberginge flieBende sind. Zsigmondy*) bezeichnet die 
Peptone deshalb geradezu als Semikolloide. Ganz unberechen- 
bar aber werden die Verhiiltnisse, die schon bei chemisch 


1) Kolloidchemie, Leipzig 1912. 
17* 
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wohl definierten Semikolloiden von einer Reihe, von Abder- 
halden vernachlassigter Faktoren abhangig sind — cf. Buxton 
und Teague, Biltz’) —, wenn man nun ein neues Kolloid 
von der individuell wechselnden, chemischen und physikalischen 
Beschaffenheit des Blutserums hinzufiigt. Es mégen diese 
kurzen Andeutungen geniigen, um zu zeigen, daB die Grund- 
idee des Dialysierverfahrens, auch wenn man es von diesem 
Gesichtspunkt aus betrachtet, auf einer nichts weniger als 
exakten, experimentellen Grundlage sich aufbaut. 

5. Das Serum. Das Blut wurde aus der Cubitalvene des 
Niichternen mit einer in fliissigem Paraffin ausgekochten Hohl- 
nadel entnommen, die ersten Anteile verworfen. Aufgefangen 
wurde das Blut in trocken sterilisierten Zentrifugenglisern aus 
Jenenser Glas und sofort zentrifugiert. Die Tourenzahl betrug 
pro Minute 4000 Umdrehungen. 

Die Ablésung des Fibringerinnsels von der Glaswand er- 
folgte fast stets dabei spontan; wo es nicht der Fall war, ge- 
niigte die Lésung eines diinnen Fibrinfadens mit ausgegliihtem 
Platindraht, um die Zusammenziehung des Gerinnsels zu ver- 
vollistandigen. 

Hamolyse wurde in keinem Falle beobachtet. Das ab- 
geschiedene und vorsichtig abgehobene Serum wurde dann noch 
zweimal wiederum je 30 Minuten ausgeschleudert. 

Die mikroskopische Untersuchung auf einen etwaigen Ge- 
halt an Formelementen hat Herr Prof. May in freundlicher 
Weise vorgenommen. Zu diesem Zweck wurde ein Tropfen 
Serum auf dem Objekttriger in seiner natiirlichen Form ge- 
trocknet und gefarbt. Es erwies sich als vollkommen frei von 
Zellen und Blutplattchen. Nachdem dieser Befund in den ersten 
vier Versuchen festgestellt war, konnte spiterhin auf die 
mikroskopische Kontrolle verzichtet werden. Parallelversuche 
mit zentrifugiertem und spontan ausgepreBtem Serum ergaben 
vollkommen iibereinstimmende Resultate (Versuch 2). 

Die Inaktivierung des Serums. Die Unentbehrlichkeit 
des Kontrollversuchs, inaktiviertes Serum -++- Organ haben Oeller 
und Stephan*) bewiesen und zugleich angegeben, daB eine 


1) Zit. bei Zsigmondy |. c. 
*) Miinch. med. Wochenschr. 1914, 75. 
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Erhitzungsdauer von ,,ca. */, Stunde“ bei 58 bis 60° zur Er- 
zielung der Inaktivitat geniige. 

Abderhalden') fordert eine Temperatur von 60° und 
setzt die Dauer ihrer Einwirkung auf 30 Minuten fest. Spater*) 
findet man dagegen als Temperatur 56 bis 58° und als Zeit 
60 Minuten angegeben. 

In den Versuchen 16 bis 17 wurde das Serum 1 Stunde 
auf 60° erwairmt; in den Versuchen 1 bis 15 hingegen wurde 
45 Minuten bei 60° inaktiviert, womit den damals geltenden 
Vorschriften’) Abderhaldens und den Forderungen der ge- 
nannten Autoren zweifellos vollauf Rechnung getragen ist. Da- 
gegen fragt es sich, ob der Versuch inaktiviertes Serum -+- Organ 
iiberhaupt den Erwartungen entspricht, die Oeller und 
Stephan daran kniipfen. Wie Abderhalden selbst diesen, 
von Oeller und Stephan mit Recht als unentbehrlich an- 
gesehenen Versuch einschatzt, ist nicht klar zu erkennen. Seine 
Darlegungen verraten in dieser Richtung zweifellos eine gewisse 
Unsicherheit. Zum Beweise vergleiche man Abwehrfermente 
3. Auflage, Seite 59 und 4. Auflage, Seite 151. Auf Seite 289 
der Abwehrfermente, 4. Auflage, wird wiederum diese Kontrolle 
der verscharften Organpriifung gleichgestellt. Ihre somit auch 
von Abderhalden zwar nicht ausdriicklich — Seite 288 der 
4. Auflage —, aber de facto — Seite 289 der 4. Auflage und 
Fermentforschung I, 1, Seite 20ff. — anerkannte, absolute 
— Seite 289 der 4. Auflage — Notwendigkeit und die Unklar- 
heit iiber ihren Wert andrerseits stellen demnach jedenfalls 
einen weiteren, bedenklichen Punkt des Dialysierverfahrens dar, 
auf den hingewiesen werden muB. 

6. Die Organe. Die Eigenschaften, die brauchbare 
Organe besitzen sollen, sind von Abderhalden in der 4. Auf- 
lage der ,,Abwehrfermente“, Seite 234, in klarer Weise formuliert 
worden. Diese Forderungen sind zum Teil nur verstiandlich, 
wenn man mit Abderhalden annimmt, daB die Spezifizitat 
der ,scheinbar“ nicht spezifischen Reaktionen eine bewiesene 
Tatsache sei. Die Aufgabe des Verfassers hat sich daher auf 
den Nachweis zu beschrinken, daB er die von Abderhalden 


1) Abwehrfermente S. 192, 3. Aufl. 
*) Abwehrfermente S. 152, 4. Aufl. 
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vorgeschriebenen Methoden zur Organbereitung angewandt hat 
und_ beherrscht. 

Ausgehend von der Vorstellung'), daB die Organe (Placenta) 
biuretgebende, dialysable und zugleich auskochbare Stoffe 
vorgebildet bereits enthalten, die einen Abbau vortiéiuschen 
miiBten, wenn sie in das Dialysat gelangten, und in der An- 
nahme, da8 Biuretreaktion und Ninhydrinprobe sich vollwertig 
vertreten kénnen, stellt Abderhalden an die Spitze seiner 
Forderungen, da die Organe so lange gekocht werden miissen, 
bis sie sich ,absolut frei“ von auskochbaren, mit Ninhydrin 
reagierenden Substanzen erweisen. Er geht demnach von der 
Vorstellung aus, daB das Protoplasma der verschiedenen Ge- 
webselemente, deren Gesamtheit das Organ“ darstellt, an sich 
in Wasser von 100° ,absolut“ unléslich ist. Trotz aller Be- 
mihungen ist es mir nicht gelungen, die Erfiillung dieser 
Forderung zu verwirklichen, bzw. Organe, die brauchbar er- 
schienen, dauernd in diesem Zustande zu erhalten. Stets wurde 
bei erneutem Kochen wiederum mit Ninhydrin reagierende 
Substanz an das Kochwasser abgegeben. Es kann sich dem- 
nach offenbar wohl nur darum handeln, daB die Menge an aus- 
kochbaren, mit Ninhydrin reagierenden Substanzen, die 
brauchbare Organe an kochendes Wasser noch abgeben diirfen, 
ein erlaubtes Minimum nicht iiberschreitet, das festzustellen 
Aufgabe der Organpriifung ist. Nachdem diese zahllosen, ver- 
geblichen Versuche, die mit den Erfahrungen vieler, anderer 
Forscher iibereinstimmen, nur dazu gefiihrt hatten, Placenten 
und anderes, wertvolles Material kilogrammweise zu verwerfen, 
obwohl das Kochwasser jedes einzelnen Organs den 
jeweils geltenden Priifungsvorschriften mehr als hin- 
reichend entsprochen hatte, setzte ich Abderhalden 
von dem MiBerfolg in Kenntnis und wandte mich auf seine 
Veranlassung an Lampé zwecks Beschaffung einer einwands- 
freien Placenta, deren Priifung dann vorzunehmen Abder- 
halden sich freundlichst erbot. 

Eine von der Nabelvene aus entblutete und fertig ge- 
stellte Placenta, deren vollstindige Befreiung von auskoch- 
baren, mit Ninhydrin reagierenden Substanzen mir nicht gelungen 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 256. 
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war, iibergab ich Lampé zur Beurteilung. Seine Versuche, das 
Organ absolut frei von diesen Stoffen zu erhalten, blieben eben- 
falls erfolglos, und Lampé erklarte, daB hier der zuweilen vor- 
kommende Fall eines von Haus aus nicht verwendbaren Organs 
vorliege. Es wurde daher verworfen. Statt dessen wurde die 
frische Placenta einer gesunden Frau, Placenta Il der spiteren 
Versuche, von Lampé entblutet, sowie einschlieBlich zweimaligen 
Auskochens fertiggestellt. Die Aufgabe des Verfassers bestand 
demnach lediglich noch darin, das Organ endgiiltig zu zer- 
kleinern und auszukochen, sowie nach den Angaben der da- 
mals erst in 3. Auflage vorliegenden ,Abwehrfermente* zu 
prifen. Die gesamte Organmenge wurde zu diesem Zwecke 
verarbeitet. Das Organ wurde in Toluol iibertragen, das bis 
zur Entfirbung gewechselt wurde. Nunmehr wurde die Gesamt- 
menge wieder ausgekocht, nachdem das Toluol durch Pressen 
unter Wasser zuvor mdglichst entfernt worden war’), und ein 
Teil des wieder in Toluol verwahrten Organs mit der Bitte, 
das Organ auf seinen etwaigen Gehalt an mit Ninhydrin 
reagierenden, auskochbaren Substanzen zu untersuchen, an 
Abderhalden gesandt. Das Ergebnis dieser Untersuchung 
teilte mir Abderhalden mit Schreiben vom 20. II. 14 mit: 
»--- Die tibersandte Placenta war gut. In meiner Abwesenheit 
ist sie versehentlich zu allen mdglichen Versuchen verwendet 
worden. Die Diagnosen stimmten immer, obwohl ganz ver- 
zwickte darunter waren...“ 

Die Zuverlassigkeitspriifung war nach Vorschrift 8. 180 
der 3. Auflage der ,Abwehrfermente“ vorzunehmen. Da die 
zum Versuch nétige Organmenge nach Abderhalden */, bis 1 g 
zu jener Zeit betrug, so wurden 3,5 g des abgepreBten Organs 
jn eine Hiilse eingewogen. Sie wurde von dem Organ bis fast 
zum Rande erfiillt und vermochte daher iiberhaupt nur noch 
einen Bruchteil der zu diesem Versuch vorgeschriebenen Wasser- 
menge aufzunehmen. Damit ist erwiesen, daB die Priifung in 
der vorgeschriebenen Weise technisch iiberhaupt unausfiihrbar 
ist und folglich auch in Abderhaldens Institut mit dieser 
Menge Organ nicht ausgefiihrt sein kann. 

Durch einen Vorversuch mit 1,5 com Serum einer Schwangeren 


1) Abwehrfermente, 4. Aufl., S. 265. 
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war daher zunichst diejenige Placentamenge zu ermitteln, die 
bei 37° in 24 Stunden, wobei 1,5 com desselben Serums als 
Kontrolle mitgefiihrt wurde, ein mit Ninhydrin sich intensiv 
farbendes Dialysat lieferte. Es ergab sich, daB 0,06 g der ab- 
gepreBten Placenta dazu geniigten. Diese Organmenge ent- 
sprach auch nach meiner Schitzung annihernd jenen Mengen, 
die ich Lampé zu seinen Versuchen verwenden sah. Nunmehr 
wurden 1,3 g der trockenen Placenta, also rund die 20fache 
der zum Versuch notwendigen Menge, mit 5ccm H,O in der 
Hiilse angesetzt und 30 statt 16 bis 20 Stunden bei 37° gegen 
20 com Wasser dialysiert. Das Dialysat wurde eingeengt und 
auf 2,5 com, statt 5 ccm nach Abderhaldens Vorschrift, auf- 
gefillt, mit 1 com Ninhydrinlésung die Reaktion dann angestellt. 
Sie fiel negativ aus. Wurde nun ein zweites Dialysat, das 
unter den gleichen Bedingungen gewonnen war, mit 1 ccm 
Ninhydrinlésung eingedampft, so hinterblieb ein rot gefairbter 
Riickstand, der mit H,O aufgenommen, sich mit violetter 
Farbe loste. 

Dem etwaigen Einwand, daB die ausgefiihrten Versuche mit 
Placenta II durch inzwischen eingetretene Verderbnis des Pra- 
parates zu erkléren seien, muB von vornherein die Spitze ab- 
gebrochen werden. Als namlich meine Abbauversuche bereits 
im Gange waren, ersuchte mich Lampé, ihm einen Teil der 
Placenta II und eines Eierstockskrebses zu iiberlassen, der 
wegen seiner anatomischen Beschaffenheit sich zu Abbau- 
versuchen in ganz hervorragender Weise eignen mubBte. 

Bei dieser Gelegenheit setzte ich Lampé davon in Kenntnis, 
daB ich auf Grund meiner bereits vorliegenden Versuche die 
Abderhaldensche Methodik durchaus ablehnen miisse. Herr 
Lampé hat mir mitzuteilen freundlichst gestattet, daB er beide 
iiberlassene Organstiickchen nach der von ihm vorgenommenen 
Behandlung verwendbar gefunden habe und imstande war, mit 
der Krebsgeschwulst ,,einige, besonders schéne“ Diagnosen stellen 
zu k6énnen. 

Zahlreiche Versuche, die Placenta II durch erneutes Kochen 
,absolut“ von den mit Ninhydrin reagierenden Stoffen zu be- 
freien, waren vergeblich, gleichgiiltig, ob man 20-, 30-, 50 mal 
das Kochen wiederholte. In gleicher Weise wurden nun die 
iibrigen, inzwischen dargestellten und behandelten Organe in 
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der Hiilse gepriift. Alle entsprachen, wenn man die ca. 20fache 
Menge der zum Abbauversuch zugrunde zu legenden Menge 
wahlite, den Forderungen der 3. Auflage, aber wenn die mit 
1ccm Ninhydrinlésung gepriiften Dialysate abgedampft wurden, 
so hinterblieb ein Riickstand, der bei den verschiedenen Organen 
teils als ein leicht rosa gefairbter Hauch sich zu erkennen gab, 
bei anderen, namentlich den zellreichen, wie Eierstockskrebs, 
Hammellunge und Mandeln, stairker rot gefairbt war. Kein 
einziges Organ war ,,absolut“ frei von diesen Substanzen. Ahn- 
liche Erfahrungen mit der Priifung nach ,,Abwehrfermente“, Auf- 
lage 3, scheint denn auch Abderhalden gemacht zu haben. 
Die verscharfte Organpriifung unmittelbar vor dem Versuch 
nach §S. 264 der 4. Auflage, die erst spiter in meine Hand 
kam, die Einfiihrung der biologischen Priifung, die verschiedenen 
Kontrollen, die Bemerkung auf 8. 185 der 4. Auflage der Ab- 
wehrfermente waren unndétig, wenn die bis dahin geltenden 
Vorschriften ihren Zweck voll erfiillt hatten. Wahrend friiher 
die Unzuverlassigkeit der Hiilsen neben dem Blutgehalt der 
Organe als Hauptfehlerquelle des Dialysierversuchs galt, ist 
Abderhalden, nachdem andere Autoren, wie auch meine Ver- 
suche zeigen, mit Recht Hiilsenfehler ablehnten, allmahlich zu 
der Uberzeugung gekommen, da mangelhafte Beschaffenheit 
der Organe in erster Linie fiir Fehlversuche verantwortlich zu 
machen ist. Nach dem Erscheinen der 4. Auflage der Abwehr- 
fermente habe ich dann nochmals, zunachst Placenta Il und 
den Eierstockskrebs, und spiter die iibrigen, in meinen Versuchen 
verwandten Organe, soweit der Vorrat reichte, einer erneuten 
Priifung unterworfen. 


Priifung von Placenta II: 


1. 3g Placenta +5 ccm H,O. Digestion im Kélbchen 
24 Stunden bei 37° Filtrat + Waschwasser ca. 5’), ccm, ein- 
geengt auf 1 ccm mit 1 ccm Ninhydrinlésung. Vom vollen 
Sieden an 1 Minute weiter gekocht. 

Ninhydrinreaktion schwach positiv. 

2. Desgl. Filtrat ca. 5*/, ccm. 

Biuretreaktion nach Abderhalden --. 

, » Oppler +. 
3. 3g Placenta + 10 com H,O. Digestion im Kdélbchen 
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24 Stunden bei 37°. Mit 12 statt 10ccm H,O Riickstand vom 
Filtrat ausgekocht. Vereinigte Filtrate 20 ccm, eingeengt auf 
1 ccm, gekocht wie 1. 

Reaktion positiv. 

4. Desgl. 18 ccm vereinigte Filtrate. Intensive Biuret- 
reaktion. Auf 100ccm verdiinnt lassen 10 ccm noch eine deut- 
liche Biuretreaktion erkennen. 

5. 3g Placenta II. Das mit Waschwissern vereinigte Filtrat 
wird in zwei gleiche Halften, A und B, zu je 6,5 ccm geteilt. 

A gibt positive Biuretreaktion. 

B wird bis auf wenige Tropfen eingeengt, mit 1 ccm Nin- 
hydrinlésung in ein Reagensglas gespiilt, das Schalchen mit 
0,5 cem Ninhydrinlésung nachgewaschen. Vom Moment des vollen 
Siedens an 1 Minute gekocht: Ninhydrinreaktion negativ. 

Nun wurde zur Trockne verdampft: Roter Riickstand, 
der sich mit violetter Farbe lést. 

Priifung von 9 weiteren Organen nach S. 250 der 4. Auf- 
lage. Die Priifung nach Auflage 3 bei Anwendung der ca. 20- 
fachen, zum Versuch notwendigen Menge hatten alle bestanden. 
Die Digestionsdauer im Kélbchen bei 37° betrug 24 Stunden, 
Kochdauer 70 Sekunden, Ablesung nach 30 Minuten. 


























Tabelle IV. 
- SS — —— 
2/388) Ninhydrin- 
5 Organ eis3° lésung Bemerkungen 
3 meas 1 com 
: be le 
1] Eierstockskrebs . .|2,5) 1 | positiv, blau- | SimtlicheFiltrate leicht 
|  violett opalescent. 
2] Magenkrebsmeta- 
stase in Lymph- positiv, blau- 
driise des Netzes |1,5, */, violett 
3} Hammellunge, nach |_| positiv, blau- | _. : 
Lampéentblutet [2,55 1 | violett Filtrat_von 4 gelblich. 
Role Biatlienes Nach 12 Std. hat sich in 
hee i oe oe simtlichen Proben ein 
vesae eel wiper tet, es “y 8 flockiger Niederschlag 
| abgeschieden, der in 
4|Gaumenmandeln .|2,5| 1 | positiv, blau | 4 braungefirbt ist. 
5] Kropf, parenchym. 2,5) 1 positiv, blau 
fea ee 18} %, |  negativ 
7| Brustkrebs II. . 2,5) 1 |intensiv positiv 
8] Nackenband vom 
oS tee 2,5; 1 negativ 
| eee nar 4,8| 1 negativ Noch stirker eingeengt, 
| Ninhydrinreaktion + 
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Um einen Begriff von der Intensitét dieser 9 Reaktionen 
zu geben, werden die abgelesenen Proben auf 10ccm mit H,O 
aufgefiillt, erneut abgelesen: 


Tabelle V. 





.| Reaktion in 10 cem 


Mit 3 Tropfen */,,-Essig- 
séure 


Kontrolle 








1 eben rotlich +- 


vy) — 
8 oxen 
4 _— 


Nach 12 Std. flockige 
Triibung 


desgl. 
desgl. 
desgl., flockige, braune 


lecm H,0 +-1cem Nin- 
hydrin gekocht, klar. 
Dazu nach 30 Min. 
3 Tropfen */,,-Essig- 
siure: Nach 12 Std. 
klar. 








Triibung 
eben -+- desgl., flockige Triibung 
? desgl. 
desgl. 
desgl., stirkste Triibung 
desgl., flockige Triibung 


3am or 


intensiv blau-violett 
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Placenta I, das Originalpriparat aus Abderhaldens In- 
stitut, ging mir mit der Weisung zu, es vor Benutzung nach 
8. 250 der 4. Auflage der Abwehrfermente zu priifen. Sein mit 
Toluol und Chloroform versetztes Kochwasser, ca. 7 ccm, wurde 
steril abgehoben, 2mal durch das gleiche gehartete Filter, 
Schl. u. Sch. Nr. 575, gegeben. Es blieb leicht opalescent. 
Mit 2ccm des Filtrats wird in Gegenwart des Herrn Prof. May 
die Sulfosalicylsiureprobe in der Kalte angestellt. Die Triibung 
nahm zu, und nach 12 Stunden hatte sich eine kleine Menge 
eines feinflockigen Niederschlags abgeschieden. Mit dem Rest des 
Kochwassers wurde die Ninhydrinprobe angestellt, sie fiel negativ 
aus. Es ist somit erwiesen, daB auch dieses Praiparat an sein 
Kochwasser lésliches Eiwei8 abgegeben hat. Da die Gesamt- 
menge des Organs nur ca. 1,0 g betrug, wurde nach Entnahme 
eines Anteils fiir die mikroskopische Untersuchung der Rest 
mit 5ccm H,O bei 37° 24 Stunden im Kélbchen bebriitet. Das 
mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat wurde auf 1 ccm ein- 
geengt und gab dann mit 1ccm 1°/,igem Ninhydrin negative 
Ninhydrinreaktion. Zur Trockne eingedampft hinterlieB es 
einen schwach rot gefarbten Riickstand. Das Organ wurde so- 
fort ca. 10- bis 20mal ausgekocht. Sein auf 1ccm eingeengtes 
Kochwasser reagierte weder mit Sulfosalicylsiure noch mit Nin- 
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hydrin. Es wurde dann sogleich zu den Versuchen 16 und 
17 benutzt. 

Aus diesen Versuchen geht mit Sicherheit hervor, daB der 
groBte Teil der Organe, obwohl sie simtlich den Forderungen 
der ,,Abwehrfermente“ 3. Auflage geniigten, diejenigen der 4. Auf- 
lage nicht mehr voll erfiillten. Der Versuch S. 252, Nr. 10, 
zeigt aber weiter, daB, auch wenn die Forderung der 4. Auflage 
erfiillt ist, trotzdem die ,absolute“ Befreiung der Organe von 
den genannten Stoffen nicht gewiahrleistet ist. Zugleich ist 
durch diese Versuche und durch den auf 8. 249 geschilderten, 
vergeblichen Versuch Lampés mit der Placenta der Beweis 
erbracht, daB nicht etwa eine fehlerhafte Kochmethode des 
Verfassers, sondern die Beschaffenheit der Organe die Ursache 
ihres Verhaltens bildet. 

Uber den Zweck, den Abderhalden mit dieser Priifungs- 
methode verfolgt, kann ein Zweifel nicht bestehen. Es soll ver- 
hindert werden, da8 durch einfache Summation der dialysablen, 
mit Ninhydrin reagierenden Substanzen aus Serum und Organ ein 
Abbau vorgetauscht wird. Die Ausfiihrungen Abderhaldens 
S. 248 und 272 der ,Abwehrfermente“, 4. Auflage, zeigen mit 
Sicherheit, daB die Brauchbarkeit der Organe nicht davon ab- 
hangt, daB gerade 2 bis 3 g des Organs die Forderung erfiillen, 
sondern daB die 5- bis 10fache Menge der im Versuch tatsich- 
lich verwandten Organmenge im Dialysat eine positive Ninhydrin- 
reaktion unter den Bedingungen des Dialysierversuchs ver- 
missen lassen soll. Legt man diesen MaSstab zugrunde, so er- 
fiillen allerdings simtliche Organe auch die Forderung der 
4. Auflage der ,,Abwehrfermente“. Das zeigen folgende Beispiele. 

1. Placenta II. 

5,4 g mit 50 ccm H,O bei 37° 24 Stunden im Kélbchen 
digeriert. Der 1,3g entsprechende Anteil des mit dem Wasch- 
wasser vereinigten Filtrats abgehoben (b). Vom Rest geben 

a) 5 ccm positive Biuretreaktion, 5 ccm positive Sulfosalicyl- 
sdurereaktion, flockiger Niederschlag, 10 ccm negative Ninhydrin- 
reaktion. 

Das Ubrige auf 1,5 ccm eingeengt, gegen 20 ccm H,O 
24 Stunden bei 37° dialysiert. Das Dialysat auf 22 ccm ein- 
geengt, mit 1 ccm Ninhydrinlésung erhitzt. Nach 30 Minuten: 
intensive Ninhydrinreaktion. 
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b) Der 1,3 g entsprechende Anteil auf 1 ccm eingeengt. 
Ebenso dialysiert. Dialysat auf ca. 1 ccm eingeengt, mit 1 ccm 
Ninhydrinlésung wie a) behandelt: Ninhydrinreaktion negativ. 

2. Eierstockskrebs. 

27 g des frisch ausgekochten Organs werden mit 150 ccm 
H,O 24 Stunden bei 37° behandelt. Filtrat +- Waschwiisser 
360 ccm, eingeengt 27 ccm, opalescent. 

Mit je 1 ccm des eingeengten Filtrats werden folgende 
Proben vorgenommen: 

Ninhydrinprobe mit 1 ccm Ninhydrinlésung: Reaktion 
negativ. 
 Sulfosalicylsiureprobe: Reaktion positiv. 

Biuretprobe: Reaktion positiv. 

Millons Probe: Reaktion positiv. 

Essigsdure -++- Ferrocyankaliumprobe: Reaktion positiv. 

Auf 8. 239 wurde dargelegt, warum der Schwellenwert der 
Ninhydrinreaktion mit dem kleinsten Wert von «-Aminocarboxy]- 
gruppen, den diese Reaktion iiberhaupt anzuzeigen vermag, nicht 
ohne weiteres identisch zu sein braucht, und daB deshalb die 
AuBerachtlassung dieses Umstandes irrigerweise zur Annahme 
fehlenden Abbaus fiihren kénnte, wenn man nicht die Serum- 
menge so groB wahlit, daB das Dialysat des Versuchs Serum 
allein bereits eine schwache, positive Ninhydrinreaktion erzielt. 
Nachdem nun weiter feststeht, daB die ,absolute* Befreiung 
der Organe von auskochbaren, mit Ninhydrin reagierenden Sub- 
stanzen unerfiillbar ist, und daB Abderhalden auBer der von 
ihm selbst scheinbar nicht fiir sicher gehaltenen Kontrollprobe 
mit inaktiviertem Serum -+- Organ eine wirksame Kontrolle nicht 
besitzt, so ist, wenn das Dialysat von Serum allein bereits mit 
Ninhydrin positiv reagiert, umgekehrt der Fall denkbar, daB 
der geringe Gehalt eines scheinbar geniigend ausgekochten Organs 
an dialysablen mit Ninhydrin reagierenden Stoffen als Vertiefung 
der an sich positiven Ninhydrinreaktion in die Erscheinung 
tritt und dann einen positiven Abbau vortauscht, trotzdem 
es sich nur um eine Summationserscheinung handelt, hervor- 
gerufen durch eine Menge dieser Stoffe, die fiir sich allein 
die Schwellenwertskonzentration der positiven Ninhydrinprobe 
nicht erreicht. Um die GréBe dieser Fehlerquelle festzustellen, 
wurden folgende Versuche vorgenommen: 
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Es wurden 
von Placenta IIT ....... 5,2, 
» Hierstockskrebs. .... . 5,5, 
— i  £everarer ay a. | 


»  Hammellunge ich 30 oe 
nach ordnungsgeméBem Auskochen mit der 10fachen Menge 
H,O bei 37° 24 Stunden digeriert. Die Filtrate mit ihren zu- 
gehérigen heiBen Waschwassern wurden auf médglichst genau 
lecm eingeengt und 24 Stunden gegen 20 ccm H,O bei 37° 
dialysiert. Dann wurde jedes Dialysat wieder auf méglichst 
genau 1 ccm konzentriert und mit 1 ccm Ninhydrinlésung 1 Mi. 
nute wallend gekocht. Alle reagierten nach 30 Minuten positiv. 
Nun wurden die Proben auf 10 ccm aufgefiillt. Siamtliche 
Proben waren auch jetzt noch schwach gefarbt und bildeten 
nach absteigender Farbenintensitaét geordnet obige Reihe. Die 
Unterschiede zwischen Placenta und LEierstockskrebs sowie 
zwischen Mandeln und Hammellunge waren sehr gering, aber 
deutlich erkennbar zwischen beiden Gruppen. In den Abbau- 
versuchen 1 bis 15 betrigt die Placenta II-Menge 0,06 g, in 
den Versuchen 16 und 17 0,12 g. Es wurde nunmehr von 
jeder der auf 10 ccm verdiinnten Ninhydrinproben ein Volumen, 
entsprechend dem Dialysat von 0,25 g Organ in die zu den 
Versuchen benutzten Jenenser Reagensgliser abgemessen und 
wieder auf 10ccm aufgefillt. In ganzer Schichthéhe, auf weiBem 
Grunde betrachtet, waren simtliche Proben farblos, Unter 
Beriicksichtigung der die Ninhydrinreaktion bestimmenden Fak- 
toren (S. 235) und unter der Voraussetzung, daB Abder- 
halden alle wesentlichen Faktoren in Betracht gezogen 
hat, und diese auch fiir die mit Ninhydrin reagieren- 
den, dialysablen, auskochbaren Substanzen der Organe 
unverandert gelten, ist es, obwohl Summationserschei- 
nungen sicher vorhanden sind, trotzdem vollig ausgeschlossen, 
daB diese Summationswirkung eine GrdBenordnung erreicht, 
die einen positiven Abbau vortiuschen kann. Ob indessen 
die gemachte Voraussetzung zutrifft, bleibe einstweilen dahin- 
gestellt. Jedenfalls ist hervorzuheben, daB Abderhalden die 
wahre Reaktion der Lésung nicht beriicksichtigt hat und da8 
die Ninhydrinreaktion — cf. z. B. Tabelle V, S. 253, Nr 8 — 
nach der positiven wie negativen Seite sprunghafte Abweichungen 
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aufweist, die der Aufklirung bediirfen und jedenfalls nicht 
einfach als Versuchsfehler beiseite geschoben werden diirfen. 
Trotz jahrelanger Schulung in quantitativen, chemischen Unter- 
suchungen, trotz umfassendster Vorarbeit mit chemisch wohl 
definierten Lésungen ist es mir nicht gelungen, stets so reine 
Versuchsergebnisse zu erzielen, wie sie von anderen Autoren 
veroffentlicht worden sind. Sogar an chemisch reinen Lésungen 
wurde einige Male beobachtet, daB eine ganze, in sich stimmende 
Farbenskala, die mit ein und derselben Glykokoll-Lésung 
unter stets scheinbar gleichen Bedingungen gewonnen war, in 
toto sich nach oben oder unter etwas verschob. 

Die zahllosen Versuche, brauchbare Organe zu erzielen, 
zeigten, daB fiir das Verhalten der Organe die Art des Aus- 
kochens von groBer Bedeutung ist. Kocht man kleine Proben 
im Reagensglas mit oder ohne Siedesteine in der Weise, wie 
Abderhalden es schildert’*), so kann man in der Tat feststellen, 
da8 die auskochbaren, mit Ninhydrin reagierenden Substanzen 
bei verschiedenen Organen verschieden schnell, im groBen und 
ganzen aber etwa zwischen der 6. bis 10. Auskochung ein Mi- 
nimum erreichen, das bei Fortsetzen des Auskochens noch eine 
verschieden lange Zeit bestehen bleibt, spater aber wieder, etwa 
bei 20- bis 50 facher Wiederholung verschwindet. Viele Organe 
werden dann ganz weich, nehmen schleimige Beschaffenheit an, 
die einzelnen Stiickchen sind mit Pinzetten dann kaum mehr 
zu fassen. Dies Verhalten konnte an 12 Placenten, darunter 
Teilen von Placenta II, nachgewiesen werden. Wurden die 
im kleinen dargestellten, einwandsfreien und gebrauchsfertigen 
Proben vereinigt und nun die ganze Masse auf einmal gekocht, 
so lieBen sie sich sofort wieder unbrauchbar machen, wenn sie 
unter ,StoBen“ gekocht wurden und umgekehrt regenerieren. 
Diese Tatsachen, die ich bereits Anfang Januar 1914 fest- 
gestellt habe, erscheinen mir wichtig, Abderhaldens Vor- 
stellung (S. 248), daB die mit Ninhydrin reagierenden, auskoch- 
baren Substanzen vorgebildet, das Protoplasma der Organ- 
elemente hingegen in kochendem Wasser ,,absolut“ unléslich 
sei, ist mit diesen Beobachtungen schwer vereinbar. Viel naher 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1914, 237, und Abwehrfermente, 4. Aufl., 
S. 266. 
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liegt die Annahme, da8 es sich nicht um einen einfachen 
Lésungsvorgang, sondern um eine partielle Hydrolyse handelt, 
die bewirkt, daB immer von neuem wieder Bestandteile des 
Protoplasmas in lésliche Substanzen, vorwiegend vom Charakter 
der Albumosen, sich verwandeln. 

Das Kochen unter ,,StoBen“ bedeutet Siedeverzug und dem- 
nach eine Temperatur des Wassers iiher 100°, ein Umstand, 
der wohl geeignet ist, eine sonst nicht erkennbare Hydrolyse 
bis zum Nachweis zu beschleunigen. Daf diese Erklarung zu- 
treffend ist, 148t sich nun auBerordentlich wahrscheinlich machen. 
Anstatt Placenta wiederholt je 5 Minuten zu kochen, ab- 
zuspiilen und wieder zu kochen, wurde ein ganz frisches Organ 
sofort durch Kochen sterilisiert, schnell zerkleinert, wieder 
sterilisiert, das Kochwasser abgegossen und nun mit reichlich 
Wasser mehrere Stunden unter StoBen am RiickfluBkiihler 
gekocht, der durch Watte steril geschlossen war. Als nach 
dem Erkalten das GeféB gedffnet wurde, konnte durch den 
Geruch H,S nachgewiesen werden, der wohl nur aus dem Ei- 
wei (Cystin) unter Ausschlu8 bakterieller Zersetzung entstanden 
sein kann. Dieselbe Erscheinung beobachtet man bekanntlich 
an der Milch, wenn diese zu lange im Soxhletapparat sterilisiert 
wird. Es ist nun wohl auch verstandlich, warum die quanti- 
tative EiweiBfallung durch heiBes Wasser und die ,,absolute“ 
Befreiung der Organe von mit Ninhydrin reagierenden, lés- 
lichen Substanzen miBlingt und warum die Angabe Abder- 
haldens'), das Kochwasser eines Organs gebe keine Biuret- 
reaktion, wenn die Ninhydrinprobe negativ ausfalle, unrichtig 
ist. Man erzielt im Kochwasser trotz negativer Ninhydrin- 
reaktion nicht nur haufig eine positive Biutretreaktion — cf. 
8. 255 —, sondern zugleich die verschiedensten EiweiBproben. 

Die verschiedensten Kombinationen werden beobachtet. 
Konzentriert man ferner die von gréBeren Organmengen beim 
Bebriiten mit H,O im Kélbchen gewonnenen Filtrate, so bilden 
sich flockige oder gelatinédse Riickstiinde, die z. T. jeden- 
falls aus Albumosen bestehen. Man mu8 nur geniigend groBe 
Organmengen zu diesen Versuchen anwenden. Aus dem klaren 
Filtrat von 5,2 g bei 37° wihrend 48 Stunden bebriiteten Brust- 


1) Abwehrfermente, 3. Aufl., 8S. 184. 

















ee J 


Pre nace renee 
Pee RTE eT ee rN 2 fee ORT ON som aint Ze 
ei ase eit Salamar Steves cw 








Uber Abderhaldens _,spezifische Abwehrfermente. 259 


krebs II schied sich eine farblose Gelatine ab, die gegen 
Lackmus deutlich sauer reagierte und mit Ninhydrin sich rot 
firbte. Vermutlich besteht zwischen diesen, mit jedem Organ 
wechselnden Verhaltnissen, und dem erwahnten, launenhaften 
Verhalten der Ninhydrinreaktion ein Zusammenhang — cf. 
zweiter Teil I —. In keinem Falle konnte jedoch der Durchtritt 
dieser Substanzen eiweiB- und albumosenartigen Charakters 
durch die Hiilsen festgestellt werden. 


Zur Technik der Organbereitung. 


Man kann sich das gleichzeitige, letzte Auskochen mehrerer 
Organe mit kleinsten Wassermengen unmittelbar vor dem Ver- 
such, und zwar mit erheblichem Zeitgewinn, erleichtern, wenn 
man eine gréBere, als zum Versuch nétige Organmenge in 
geriumige, weitmaschige Gazebeutelchen fiillt, in kleinsten mit 
Siedesteinen beschickten Becherglasern kocht und wiahrend des 
Kochens die Beutelchen durch Beschweren mit zugespitzten 
dicken Glasstaébchen unter Wasser halt. Kriimelnde Organe, 
wie Blutkérperchen, gewinnt man durch Filtration zuriick. Ein 
Parallelversuch mit Placenta II, nach Abderhalden im Re- 
agensrohr und nach dieser Methode bereitet, zeigte — Abbau- 
versuch 3 —, daB das Ergebnis gleich ausfiel. 

Die Auswahl der Organe’) erfolgte von Gesichtspunkten 
aus, die zum groBen Teil unerwéhnt bleiben konnen, weil 
sie nicht mehr aktuell sind. Die Kontrolle der Placenta durch 
Serum Krebskranker und der Krebsgeschwiilste durch Serum 
von Schwangeren, mit den Ausfiihrungen der 3. Auflage der 
,Abwehrfermente“, 8. 93, und dem Begriff einer strengen Spezi- 
fizitat unvereinbar, gehért zu den von Abderhalden geforderten 
Kontrollen. An Stelle ,,reiner“, roter Blutkérperchen (S. 233) 
wurde aus naheliegenden Griinden der retroplacentare Blut- 
ergu8 der Placenta II gewahlt. Fiir die Anwendung von Mandeln 
war ihr Reichtum an Lymphzellen bestimmend. Hammellunge 


1) Fiir die liebenswiirdige Versorgung mit Untersuchungsmaterial 
Srlaube ich mir, den Herren Prof. Prof. und Dr. Dr. Déderlein, 
Eisenreich, Haff, Flatow, KlauBner, G. Klein, Luxenburger, 
Krecke, Mandelbaum, F.v. Miller, H. Neumayer, Oberndorfer, 
von Stubenrauch auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank 


auszusprechen. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 18 
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bietet hinsichtlich Bau, GréBe der inneren Oberflache und der 
Moglichkeit bequemer Entblutung manche Analogien mit Pla- 
centa. Nackenband vom Rind ist von Haus aus praktisch 
blutfrei; seine Ernaihrung erfolgt im wesentlichen auf dem 
Lymphwege. Es ist im Vergleich mit anderen Organen ein- 
fach gebaut und gewinnt in dieser Beziehung, weil es iiber- 
haupt erst bearbeitbar wird, wenn man die zwischen seine 
elastischen Fasern eingelagerten Zwischensubstanzen zerkocht. 
Elastisches Gewebe ist gegeniiber den eiweiBspaltenden Fer- 
menten des Verdauungskanals resistent. Andererseits laéBt es 
sich gut zu Pepton verarbeiten. Mit Ausnahme des zirka 
12 Stunden nach dem Tode der Leiche entnommenen Hodens 
wurde ausschlieBlich ganz frisches Operations- und Schlacht- 
material gesunder Tiere gewahlt und innerhalb kiirzester 
Frist verarbeitet. Von Versuchen mit Gehirn, welche in den 
Kreis der Untersuchungen einbezogen werden sollten, wurde 
abgesehen, weil die Entfettung mit Tetrachlorkohlenstoff ver- 
sagte. Das an sich feuchte Organ wird von dem Extraktions- 
mittel tiberhaupt nicht benetzt. Die vorherige Anwendung von 
Alkohol und aéhnlichen Substanzen ist aber von Abderhalden 
verboten worden. In das Extraktionsmittel geht im wesent- 
lichen nur der Anteil an fettartigen Substanzen iiber, der 
dabei ausgeschmolzen wird. 

Organmenge: In den Abbauversuchen wurden nur die 
Hauptorgane abgewogen, von den Kontrollorganen Hiufchen 
nach abgewogenen Mustern zwecks Zeitersparnis gebildet. Die 
Gewichtsmenge des zwischen FlieBpapier nach Vorschrift ab- 
gedriickten Organs betrug in den Versuchen 1 bis 15 0,06 g, 
in den Versuchen 16 und 17 0,12 g. 

7. Die Priifung auf etwaigen Blutgehalt: Einige Gramm 
— Placenta I ausgenommen — wurden mit Eisessig zum Zer- 
fall gebracht, mit Alkohol gefallt, dann filtriert. Das Filtrat 
wurde mit frisch bereiteter Guajactinktur gemischt und mit 
H,O, unterschichtet. 

8. Kontrollen: 

Die Kontrolle mit inaktiviertem Serum wurde auf 8. 247 
bereits besprochen. Um iiber ihren Wert Klarheit zu schaffen, 
wurde ein Gemisch von aktivem und inaktivem Serum mit 
einem entsprechenden Pepton gleichzeitig im Polarimeter be- 
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obachtet. Der Hauptversuch wurde als Doppelbestimmung im 
Dialysierversuch durchgefiihrt. 

Bei negativem Abbau war die von Abderhalden iiber- 
haupt nicht beriicksichtigte, vorzeitige Inaktivierung des Fer- 
ments als Fehlerquelle auszuschlieBen. Die optische Kontrolle 
— cf. 8.220 — war, da die Dauer des Dialysierversuchs auf 
24 Stunden ausgedehnt wurde, auf 48 Stunden zu verlingern. 

Die Mitfiihrung einer Organkontrolle ohne inaktiviertes 
Serum ist durch die eingehende Untersuchung der Organe 
unter Beriicksichtigung der dabei verwandten, groBen Ge- 
wichtsmengen und der bei den Abbauversuchen sich ergeben- 
den Tatsache, daB Placenta IT hinsichtlich der Menge der Ab- 
bauprodukte an der Spitze steht, iiberfliissig geworden. Eine 
neue Kontrolle, die sich als recht brauchbar erwiesen hat, 
wurde eingefiihrt und als ,,Hiilsenwechsel“ bezeichnet. Besser 
als durch eine Beschreibung ergibt sich das Verfahren aus 
der Tabelle VI S. 270 u. 271, die den Versuchsprotokollen 
vorangestellt worden ist. 

In dieser ist vermerkt worden, in welcher Art jede der 
benutzten Hiilsen in den 17 Abbauversuchen gebraucht worden 
ist. Vergleicht man nun z. B. im Protokoll des Versuches 5 
die Reaktion des Dialysats der Hiilse 38 mit demjenigen von 
5 2, 32, 35 einerseits und den beiden Versuchsgruppen 5 5, 
15, 37 sowie 5 8, 16, 40, 42 andererseits, so ergibt sich als 
SchluB, daB pII und a abgebaut sind, die Hiilse 38 aber un- 
durchlaissig war. Verfolgt man nun aber in entsprechender 
Weise die Hiilse 38 in den Versuchen 6, 7, 8, 10, 11 weiter 
und gleichzeitig se, p und a, so zeigt sich, daB in 5 38 eine der 
erwahnten, sprunghaften Ninhydrinreaktionen und keine Hiilsen- 
undurchlassigkeit vorliegt. Ahnlichen Verhiltnissen wird man 
verschiedentlich begegnen. Durch diesen ,,Hiilsenwechsel“ in 
Verbindung mit der, wenn auch héchst unvollkommenen, quan- 
titativen Ninhydrinprobe werden samtliche Reaktionen der Ver- 
suche 1 bis 17 durch eine gegenseitige Kontrolle miteinander 
in Beziehung gesetzt. 

Durch Wiederholung der Hiilsenpriifung nach Abschlu8 
der Abbauversuche wurde festgestellt, daB ihre Durchlassigkeit, 
vielleicht mit Ausnahme der Hiilse 43 in Versuch 15, unver- 
andert geblieben war. 
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Es sind somit fiir jeden der das Ergebnis bestimmenden 
Faktoren Bedingungen gewahlt worden, die, soweit ein Vergleich 
bei den unbestimmten Angaben Abderhaldens iiberhaupt 
moéglich ist, geeignet sind, fiir Biuretreaktion und Ninhydrin- 
probe den Anwendungsbereich zu erweitern und dem positiven 
Nachweis noch Fille zuginglich zu machen, die wegen des 
kleineren, von Abderhalden gewahlten MaBstabes dem Nach- 
weis voraussichtlich entgehen miiBten. Es ist somit alles ge- 
schehen, was zur Entscheidung der Seite 234 aufgeworfenen 
Fragen unter den gegebenen Umstinden verlangt werden kann. 


II. Die optische Methode. 


A. Theoretisches. 


Die Schwangerschaftsreaktion wurde von Abderhalden 
mit Hilfe der optischen Methode entdeckt'). Das Dialysier- 
verfahren wurde erst ausgearbeitet, nachdem feststand, da8 
»mit der optischen Methode die Schwangerschaft mit groBer 
Sicherheit aus dem Blut zu diagnostizieren“ méglich sei). Vor- 
ausgesetzt, daB jeder Zweifel hinsichtlich der richtigen Deutung 
des Vorgangs mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann, ist 
es daher selbstverstindlich, daB dem Ergebnis der optischen 
Methode unbedingte Beweiskraft zukommt. Nach Abderhal- 
dens Ansicht ist diese Voraussetzung gegeben und der Versuch 
eindeutig, wenn folgende Bedingungen erfiillt sind. Erfolgreiches 
Arbeiten mit der Methode verlangt 

1. einen empfindlichen Polarisationsapparat, 

2. Vertrautheit der Untersuchers mit dem Apparat und 
der Methode, 

3. ein einwandsfreies Pepton. 

Als Instrument stand ein Polarisationsapparat von Schmidt 
und Haensch mit dreiteiligem Gesichtsfeld zur Verfiigung, das 
mit Nernstlicht und Zwischenschaltung eines geradsichtigen 
Spektroskops monochromatisch beleuchtet wurde. Die mit Mantel 
versehenen Beobachtungsroéhren wurden in der konstant auf 


*) Prakt. Ergebn. d. Geburtsh. u. Gynik. Il, Jahrg. II. Abt. S. 367, 


1910. 
%) Zeitechr. f. physiol. Chem, 77, 251. 
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37° erwarmten, drehbaren Heizvorrichtung Abderhaldens be- 
obachtet. 

Den Beweis fiir die vollkommene Beherrschung der Technik 
hat Verfasser durch Untersuchungen erbracht, die teils in Ge- 
meinschaft mit Abderhalden’), teils selbstandig’) ausgefiihrt 
worden sind. 

Fehlerquellen kénnen daher bei den nachfolgenden Unter- 
suchungen nur insoweit eine Rolle spielen, als sie in der Natur 
der Sache gelegen sind, und dann vor allem durch die Be- 
schaffenheit der Peptone bedingt sein miissen, weil es, wie 
Abderhalden?®) selbst einraumt, ein sicheres Verfahren zur 
Gewinnung einheitlicher Substanzen nicht gibt. Peptonfehler 
fiihren nach Abderhalden zu falschen Resultaten in positivem 
wie negativem Sinne. 

Placentapepton darf seine Anfangsdrehung nicht andern, 
wenn es mit Serum sicher nicht schwangerer Individuen zu- 
sammengebracht wird. ,,Ist dies dennoch der Fall, dann ist 
das Pepton sicher nicht frei von Schwefelséure resp. Barium!“ *) 
Die Empfindlichkeit der chemischen Reaktionen auf beide 
K6rper ist gliicklicherweise so groB, daB diese biologische Re- 
aktion entbehrlich und selbst der Ungeiibte bei einiger Sorgfalt 
imstande ist, diese Substanzen bis auf Spuren mit Leichtigkeit 
aus der Lésung zu entfernen. Ein Grund, warum diese Kér- 
per, die dann ja doch nur in ungemein kleiner Menge in Form 
von Bariumsalzen bzw. Sulfaten der Peptone und Aminoséuren 
noch vorhanden sein kénnen, eine Drehungsinderung bewirken 
sollen, ist ganz unverstaindlich. Da Serum von Haus aus Sul- 
fate bereits enthalt, so kann die einzige Wirkung dieser Spuren 
von Ba oder H,SO, doch nur darin bestehen, da8 sich unlos- 
liches Bariumsulfat bildet oder die wahre Reaktion des Ge- 
misches sich andert. Diese Tatsache kann indessen keine Be- 
deutung haben, da Abderhalden auf diesen Punkt iiber- 
haupt kein Gewicht legt. Es wire sonst ausgeschlossen, daB 
Pincussohn‘), der langjahrige Mitarbeiter Abderhaldens auf 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 294; 75, 71. 
*) Zeitechr. f. physiol. Chem. 77, 252. 

’) Abwehrf. 4. Aufl. 8. 338. 

*) Diese Zeitschr. 56, 323. 
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diesem speziellen Forschungsgebiet, Peptone von alkalischer 
Reaktion ohne Widerspruch Abderhaldens verwandte, obwoh! 
umgekehrt die Peptone Abderhaldens gegen Lackmus neutral 
bis schwach sauer reagierten. In gleichem Sinne spricht die 
Tatsache, daB es nach Abderhalden prinzipiell gleichgiiltig 
ist, in welcher Konzentration man die Peptone anwendet und 
daB seine Empfehlung einer 5- bis 10°/,igen Lésung ausschlieB- 
lich mit Riicksicht auf die Kostbarkeit dieser Substanzen er- 
folgte. Diese Vernachlissigung der absoluten H- bzw. OH- 
Ionenkonzentration der Lésung ist jedoch ganz unverstandlich, 
weil doch gerade bei den eiweiSspaltenden Fermenten die Re- 
aktion des Mediums, wie der Schulfall von Pepsin und Trypsin 
sinnfallig zeigt, fiir die Wirkung des Ferments von weittragen- 
der Bedeutung ist. 

Ein Abbau gilt ferner nach Abderhalden dann als er- 
wiesen, wenn das Serumpeptongemisch eine Anderung seines 
optischen Drehungsvermoégens erfaihrt, wahrend die mit Serum 
+-0,9°/,iger NaCl-Lésung bzw. Peptonlésung beschickten Kon- 
trollréhren ihre Anfangsdrehung beibehalten. Eine Drehungs- 
anderung von 0,04° gilt, weil sie im Fehlerbereiche der Methode 
liegt, als unerheblich. Diese Grenze ist willkiirlich und beriick- 
sichtigt nicht die Versuchsdauer. Die neutrale NaCl-Lésung 
gilt fiir die EiweiBkolloide des Serums als indifferent; fiir die 
alkalisch bis schwach sauer reagierende Peptonlésung ist jedoch 
diese Indifferenz nicht ohne weiteres anzunehmen. Das Serum 
besitzt ebenfalls optische Aktivitaét. Eine Drehungsainderung 
kénnte daher an sich ebensogut ganz oder teilweise auf Kosten 
des Serums, und dann wohl vorwiegend seiner EiweiSkérper, 
wie am Pepton vor sich gehen. Diese Moglichkeit mu8 man 
durchaus in Erwaigung ziehen, nachdem feststeht’), daS Aus- 
flockungen von Eiweif wahrend des Versuchs eine Drehungs- 
anderung bewirken. Nach allem aber, was iiber das Verhalten 
kolloidaler Lésungen bekannt ist, unterliegt es wohl keinem 
Zweifel, daB der dem unbewafineten Auge als Fallung erkenn- 
bare Vorgang schon weit friiher einsetzt. Die Drehungsinderung 
kann daher auf das Pepton dann erst mit Sicherheit bezogen 
werden, wenn feststeht, daB ein dem Pepton hinsichtlich aller 


1) Abwehrf., 4. Aufl., S. 347. 
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seiner chemischen und physikalischen Eigenschaften gleich- 
wertiger Zusatz zum Serum das Drehungsvermégen des letzteren 
unbeeinfluBt laBt. Ob der von Abderhalden lediglich emp- 
fohlene Zusatz von Phosphatgemisch dazu geniigt, miiBte wohl 
erst griindlich untersucht werden. Durch Erhitzen auf 55 bis 
60° ,,inaktiviertes“ Serum entspricht, wie die nicht ganz selten 
dabei zu beobachtenden Triibungen beweisen, diesen Bedin- 
gungen nicht. Serum mu8 auch bei dieser Temperatur in seiner . 
chemischen Zusammensetzung, allein schon infolge von Ver- 
armung an CQ,, sich andern. Abderhalden*) hat dann eine 
weitere Form der Drehungsainderung beobachtet: ,Wenn z. B. J 
das Drehungsvermégen sich ganz plotzlich andert, um dann 
stehen zu bleiben, dann kann man fast immer sicher sein, daB ae 
irgendeine UnregelmaBigkeit vorgekommen ist.“ Es scheint - 
demnach, daB Abderhalden fiir diese Form der Drehungs- ; 
anderung Versuchsfehler verantwortlich zu machen geneigt ist. 
Ahnliche Beobachtungen, die durch Versuchsfehler indessen nicht 
zu erklaren sind, machte auch der Verfasser. Sie werden spater 
besprochen werden. An dieser Stelle sei kurz erwahnt, daB es 
sich wahrscheinlich um Drehungsinderungen handelt, die ganz 
oder teilweise auf Veranderungen der EiweiSkérper des Serums # 
zu beziehen sind. Auf jeden Fall steht fest, daB Abderhalden a 
keine Erklirung dafiir hat geben kénnen. a 
Ein negativer Ausfall der Reaktion ist nach Abder- . 
halden dann zu erwarten, wenn das Pepton infolge einer zu 
tief greifenden Hydrolyse durch Schwefelsaure seines spezifischen Ba: 
Charakters beraubt ist. Die Methode, nach der die Darstellung 
der Organpeptone erfolgt, unterscheidet sich in nichts von dem 
Verfahren der Seidenpeptonbereitung. Es ist demnach bis zum f 
Beweise des Gegenteils die Annahme gerechtfertigt, daB in den " 
Organpeptonen der Abbau bis zu der gleichen Stufe getrieben 
ist wie im Seidenpepton. a 
Die héchste Abbaustufe, die Abderhalden bisher aus a 
Seidenpepton isolieren konnte, stellt ein Tetrapeptid dar. Da- : 
mit ist natiirlich nicht gesagt, daB nicht auch Polypeptide 
héherer Gattung im Seidenpepton vorhanden sein k6nnen; 
bleibt man aber auf dem Boden experimenteller Tatsachen, so 








































1) Abwehrf., 3. Aufl., 8. 341. 
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steht fest, daB die Hauptmasse der im Seidenpepton vereinigten 
Polypeptide, was infolge der auf die hochkolloidalen Bestand- 
teile in erster Linie wirkenden Adsorption des bei der Darstellung 
in der Kalte sich bildenden, nicht krystallinischen BaSO, ver- 
stindlich ist, aus niedrigen Polypeptiden besteht, die dem 
natirlichen Ende des fermentativen Abbaus bereits 
ganz nahe stehen. Keines der bisher bekannten Polypeptide 
besitzt gegeniiber Serumfermenten spezifischen Charakter. DaB 
Seidenpepton ein ziemlich weit abgebautes Pepton darstellt, 
1aBt sich dadurch nachweisen, daB es mit Sulfosalicylsiure nicht 
reagiert im Gegensatz zu Witte-Pepton (Merck), das mit diesem 
Reagens bei Zimmertemperatur eine beim Erhitzen verschwin- 
dende und beim Abkiihlen wieder erscheinende Triibung gibt, 
ein Verhalten demnach zeigt, das fiir Albumosen charakteristisch 
sein soll. 

In der Tat reagieren alle diese Peptone mit Sulfosalicy!- 
siure dementsprechend negativ. Man sollte nun erwarten, da8 
Abderhalden zuniachst mit allen zu Gebote stehenden Mitteln 
die physikalischen und chemischen Konstanten bestimmt hatte, 
welche die Unterscheidung der spezifischen von solchen Pep- 
tonen erlauben, die infolge zu tief greifender Hydrolyse ihre 
spezifischen Eigenschaften verloren haben. In dem Verfahren 
von van Slyke, der Formoltitration nach Sérensen, der Be- 
stimmung des optischen Drehungsvermégens, ihrer Leitfahigkeit, 
der quantitativen Bestimmung ihres Gehalts an Tyrosin, der 
Bestimmung dieser GréBen im Verhiltnis zu dem C-, N-, H-, 
O-, 8-Gehalt sind, um nur einige der wichtigsten Bestimmungs- 
methoden zu nennen, zahlreiche Mittel gegeben, die zur Cha- 
rakterisierung geniigen. Das ist jedoch nicht geschehen. Nur 
fiir Placentapepton ist die Méglichkeit gegeben, brauchbare 
von unbrauchbaren Priaparaten zu unterscheiden, durch den 
Vergleich mit einem, nach seiner Zusammensetzung und physi- 
kalischen Beschaffenheit nicht definierten Praparat, das nach 
Abderhaldens Vorschriften von den Héchster Farbwerken 
dargestellt und von Abderhalden als einwandsfrei anerkannt 
wird. Ein von dem Verfasser dargestelltes Placentapepton (Lé- 
sung II Versuch 8 u. ff.) weist das gleiche optische Drehungs- 
vermégen auf wie Placentapepton ,,Héchst“, von dem es sich 
nur dadurch unterschied, daB der auch im Placentapepton 
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»Héchst“ beobachtete minimale Gehalt an in H,O nicht lés- 
licher Substanz etwas groBer, in beiden Fallen aber durch Fil- 
tration leicht zu beseitigen war. Es handelt sich aller Wahr- 
scheinlichkeit nach um Fettsiuren. 

Damit ist erwiesen, daB die von dem Verfasser darge- 
stellten Organpeptone, die selbstverstandlich auch absolut frei 
von Ba und H,SO, waren, als einwandsfrei gelten miissen. 

Andererseits steht fest, daB Abderhalden selbst mit seiner 
Lehre nicht in Einklang stehende Abweichungen des Reaktions- 
verlaufs mit der optischen Methode gefunden hat, die er in 
befriedigender Weise nicht aufzukliren vermag. Solange dies 
nicht geschehen ist, besteht kein zwingender Grund, eine Dreh- 
ungsaénderung ausschlieBlich als die Wirkung eines peptolyti- 
schen Ferments anzusehen und sie ausschlieBlich auf das Pepton 
zu beziehen. Der Abbau von Peptonen durch proteolytische 
Fermente ist zwar von einer Drehungsanderung begleitet, deren 
Richtung von der Art und Aufspaltung des Peptons abhangt, 
aber die Beobachtung einer Drehungsinderung berechtigt an 
sich nicht zu dem umgekehrten SchluB, wenn nicht, wie das 
bis dahin geschah, die Spaltprodukte zugleich isoliert und iden- 
tifiziert werden. 

Den Nachweis der Spaltprodukte auf direktem Wege haben 
Thar und Kotschneff*) sowie Abderhalden — ef. S. 216 — 
durch Bestimmung des Amino-N nach dem Verfahren von van 
Slyke zu erbringen versucht. Die Schwierigkeit dieser Me- 
thode und ihre Fehlerquellen sind, worauf schon hingewiesen 
wurde, an sich erheblich, so daB dem Ergebnis derartiger Ver- 
suche gegeniiber Vorsicht geboten ist, das um so mehr, als die 
Versuchsergebnisse der 3 Autoren sich in wesentlichen Punkten 
widersprechen. Die erstgenannten Forscher fanden im Dialy- 
sierverfahren zwar Unterschiede bei der Einwirkung des Serums 
Schwangerer und Gesunder, die im Sinne einer Schwangerschafts- 
reaktion sprechen, dagegen fanden sie gleichzeitig auch Placenta- 
abbau bei der Einwirkung von Nephritikerserum auf Placenta 
und umgekehrt Carcinom- und Lungenabbau durch das Serum 
Schwangerer. Dagegen konnten sie bei der Einwirkung von 
Schwangerenserum auf Placentapepton keinen Unterschied im 


1) Diese Zeitechr. 69, 389. 
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Sinne einer Schwangerschaftsreaktion feststellen') im Gegensatz 
zu Abderhalden, der auch in diesem Falle seine Lehre be- 
staitigt fand. Da Abderhalden jedoch bei diesen Versuchen 
eine Serummenge anwandte, welche die im optischen Versuche 
vorgeschriebene Menge um das 3- bis 5 fache iibertraf, so hat 
er unter ganz anderen Versuchsbedingungen gearbeitet. Seine 
erwahnten Versuche mit Organen aber, die mit verschiedenen 
Methoden, darunter dem Verfahren van Slykes, gleichzeitig 
ubereinstimmende Befunde ergeben, werden im zweiten Teil II 
noch zu besprechen sein. Es sei an dieser Stelle nur bemerkt 
da8B auch hier Widerspriiche mit friiheren Angaben bestehen, die 
der Aufklirung bediirfen, bevor man diesen Versuchen irgend- 
eine Bedeutung zuerkennen kann. 

Aber selbst wenn der Beweis erbracht ware, daB bei der 
Einwirkung von Serum auf Pepton der Amino-N-Gehalt sich 
andert, so wiirde damit immer noch nicht ein Abbau des Pep- 
tons bzw. Organs bewiesen sein, da es kein Mittel bisher gibt, 
das unterscheiden kann, ob der Vorgang am SerumeiweiB oder 
dem Substrat (Pepton oder Organ) sich abspielt. Die Angabe, 
daB Tyrosin nachgewiesen sei, geniigt nicht. Den Beweis fiir 
die Existenz der Schwangerschaftsreaktion bilden demnach Ver- 
suche, deren Deutung durchaus unsicher ist, weil die Eindeutig- 
keit der vermittels der optischen Methode gefundenen Drehungs- 
anderung nicht einwandsfrei begriindet ist, sondern auf Analogie- 
schliissen statt experimentellen Beweisen beruht. Es handelt 
sich demnach bestenfalles um einen Wahrscheinlichkeitsbeweis, 
obei gleichzeitig wichtige Tatsachen teils nicht erklart, teilew 
unberiicksichtigt geblieben sind. Das eigentliche Beweismittel, 
daB die Ergebnisse der optischen Methode im Sinne der Lehre 
Abderhaldens zu deuten sind, bildet demnach genau wie 
beim Dialysierverfahren der praktische Erfolg, der bestritten 
wird und diese Deutung nur zulaBt, wenn man die Ergebnisse 
eben auf Grund der Abderhaldenschen Lehre erklart. Damit 
ist der Beweis gefiihrt worden, daB auch die optische Methode 
der a priori bereits als richtig vorausgesetzten Hypothese von 
der Spezifizitat der Schwangerschaftsreaktion ihre Entstehung 
verdankt. 


1) Diese Zeitschr. 63, 493, 1914. 
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B. Zur Technik der optischen Methode. 


Die konischen Beobachtungsrohren fiille man nur so weit, 
daB nach Auflegen der Deckplatte eine Luftblase von 1 bis 
2mm Durchmesser bestehen bleibt. Die geringste Ungleich- 
maBigkeit der Mischung oder Temperatur gibt sich an einer 
wellenférmigen Verziehung der Trennungslinien zwischen den 
Feldern und einer ovalen oder unregelmaBigen Umrandung des 
Gesichtsfeldes zu erkennen. Die Ablesungen sind dann vollig 
unbrauchbar. Eine Lichtquelle von konstanter Helligkeit ist 
ein unbedingtes Erfordernis. 

Gasnatriumlicht ist deshalb zu vermeiden. 

Serum, Lésungen und Beobachtungsréhren wurden vor der 
Mischung und Fiillung sorgfaltig auf 37° vorgewarmt. Die erste 
Ablesung wurde */, Stunde nach Einlegen der Rohren in die 
auf 37° erwirmte Trommel vorgenommen. Etwaige Temperatur- 
differenzen, die sich nach dem Gesagten sofort hatten kennt- 
lich machen miissen, sind in dieser Zeit sicher ausgeglichen 
worden. 

Von den Peptonen wurden 7,5°/, ige Lésungen hergestellt, 
die mit gleichen Teilen Serum bzw. 0,9°/,iger NaCl-Lésung 
gemischt wurden. Die 7,5°/,igen Peptonlésungen verhielten 
sich gegen Lackmus neutral. Zu den Versuchen mit inakti- 
viertem Serum dienten Proben des gleichen inaktivierten Se- 
rums, das beim Dialysierversuch benutzt wurde. 

Um Abmessungsfehler, bedingt durch die Viscositat des 
Serums, nach Méglichkeit zu vermeiden, miissen stets gleich- 
artige Pipetten mittlerer Weite benutzt werden. 


III. Abbauversuche. 
A. Dialysierverfahren. 


Der Grund, warum die nachfolgenden Abbauversuche zwar, 
wenn man sie in ihrer Gesamtheit iiberblickt, im Prinzip den 
aufgestellten Forderungen entsprechend durchgefiihrt wurden, 
jeder einzelne hingegen immer nur einen Teil dieser Forderungen 
erfiillt, ist leicht verstandlich, Zum Teil war es nicht an- 
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gingig, den Versuchspersonen diejenigen Blutmengen zu ent- 
ziehen, die zu einer liickenlosen Durchfiihrung erforderlich 
waren; ferner reichte die Zeit eines Arbeitstages nicht aus, um 
die groBe Zahl der Einzelversuche vorzunehmen, vor allem aber 
war erst der Verlauf der Versuche selbst fiir einzelne MaB- 


Tabelie VI zum 















































. Versuch 
3 Midd oie’ Lf | 5 | 6 iat ag tee Oy 10 
Ps) | ' | = | - Ee 
1 big h 
2 |; se 
3 ae eee (p Il) a b 
4 me tae ce g 
5 (a) | pl | MI) | ¢ 
6 gle b (e) pil 
8 | pil se b 
13 | (pI) | | b 
15 | | a 
16 | pil se pill | pil | Be 
18 | | b d | 
21 wor £1 “es 
24 | se se pil 
25 a4 cle 
26] pil | se plil (a) 
28 | pil se e 
29 a | (pI); (pI) | a (p Il) 
30 e f 
31 g pil | (pi) 
32 | se 
33 pil se b | (pit g 
85] e | a se | (pIl) se a | 
87 a se 
38 se pil se se | pil 
40 (p II) e pil | 
42 | pIil k 
43 , pil (a) a b a 
Es bedeutet: 


Vers. 5 Nr.16 pII: In Versuch 5 wurde Hiilse 16 mit Placenta II 
+ Serum aktiv gefiillt. 

Vers.5 Nr. 40 (p II): In Versuch 5 wurde Hiilse 40 mit Placenta II 
-++ Serum inaktiv gefiillt. 

Vers. 5 Nr. 32 se: In Versuch 5 wurde Hiilse 32 mit Serum aktiv 
ohne Organ gefiillt. 

— = Schwangere. 
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n 
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.Hiilsen wechsel“. 
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nahmen bestimmend. So zwang z. B. gleich der Véllig uner- 
wartete Ausfall der ersten Versuche, zunichst die optische 
Methode zuriickzustellen und das Hauptaugenmerk auf die 
Ninhydrinprobe und Biuretreaktion sowie auf die Hiilsenpriifung 
zu richten. 











Versuch 
Bemerkungen 
ll j 12 13 14 15 16 17 
se se pil pil se se = Serum aktiv 
| pil ( )= » inaktiv 
(p ID) pil se p II = Placenta II 
(p II) p Il pli se pi = =» I 
e se (pI) a = Eierstocks- 
b se pli krebs 
b = Nackenband 
pil b se pli se c = Retroplacent. 
(pI) | ¢ pl | se pl Haimatom 
pil d = Mandeln 
a se (pit) | (pID | pl e = Magenkrebs- 
pil | @ll) metastase 
f = Brustkrebs 4 
II II = . 
: 7” i = Hammellunge 
g i = Nasenpolypen 
pil k = Hoden 
ge se pil 8e 1 = Kropf 
88 
pil 
a II 
pil 
bh pli 
8e 
se se 
se 
se se 
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Versuch 1. 


Frau Hirlanda S., 40 J. alt. H.-B. Nr. 3762/1914. 
Lues, Obstipatio. Wassermann positiv. 












































' | Biuret- 
P Serum £8 - reakt. 
NrJis| >» | 2 Organ BE $5|<2 | & | Bemerkungen 
mis | & a¢ (22/8 ia 
4\¢ gt fe 2's 
| a) qo 
1 | 2141.5 + _ Serum 6 Std. 
2 |26/1,5 Placenta II ++++ -- alt. 
3 413 1,5 do. + _ 
4 |291}1,5 Eierstockskrebs | +++ _ 
5 135] 1,5 Magenkrebsmeta- | +++ | — 
stase in Lymphdriise Hiilseninhalt 
6 | 25) 1,5 Retroplacent. ++ | — nach 24 Std. 
Blutergu8 diffus braun. 
7} 341,5 Nackenband 4 oa 
Glykokollwerte: 


Erhitzungsdauer 70 Sekunden, H,O-Kiihlung. Desgl. in allen folgenden 
Versuchen, die nach folgendem Schema zu erginzen sind. 














Farbentiefe */100~ Glykokoll H,0 1°/, Ninhydrin 

com ecm cem 

+ weniger 1,0 ad 10,0 0,2 

ae 1,0 bis 2,0 » 10,0 0,2 
+++ 2,0 bis 3,2 » 10,0 0,2 
++++ 4,0 und dariiber, » 10,0 0,2 

obere Grenze ? zu 
stark gefarbt 











Versuch 2. 


Josef P., 68 J. alt. H.-B. Nr. 1893/1914. 
Chronische Bronchitis. 




















jag eee ; — | Biuret- 
Serum £ g B | soaks. 
Nr. s ~ he Organ ES. FE = | & | Bemerkungen 
mis FE es |£#/3 6 
mE: Zz lA laid 
1 | 26) 1,5 - a Serum 6 Std. 
alt. 
21 8/1,5 Placenta II oh — | — [Serum spontan aus- 
3 | 29 1,5 do. + oo 
4 | 28}1,5 do. +++ | — Serum sofort 
5 135)1,5 Eierstockskrebs | +++ | — zentrifugiert. 
6 | 2541,5 Brustkrebs II ~ — | Eben erkennbar. 
7 12141,5 Hammellunge ++ _ 
8} 4}1,5 Retroplacent. ++ | — Hiilseninhalt 
BluterguB diffus braun. 
9} 141,5 Nasenpolypen ++ | — 
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Glykokollwerte: 








®/ 99-Glykokoll 
ccom 


Farbentiefe 








_ 0 

+ 0, 
ae 1 
+++ 2 





Versuch 3. 


Johann O., 43 J. H.-B. Nr. 2197/1914. 
Traumatische Neurasthenie oder Lues cerebri. Mit 19 Jahren Schanker. 









































Wassermann? 
. —. | Biuret- 
© ene £ 8 Se reakt. 
Nell, | 2 Organ Be Ie5 | 5 | Bemerkungen 
His ix 22 (leila 
4/3 ge | (é 
-_ 9) < io) 
1 | 28/1,5 obs oe 
2 135) 1,5 Kolben gesprungen 
3 | 25)1,5 Placenta II +4++ - 1) 
4 | 2611.5 do. oe 
5 | 29 15 do. + = 
6] 3}1,5 Eierstockskrebs | +++ _ *) 
7] 641,5 Brustkrebs II + _ 
8} 141,5 Hammellunge aoa a 
9 | 2141,5 Retroplacentares +4 | — ) 
Hamatom | 
10 | 4415 Kropf III 





Glykokollwerte siehe Versuch 4. 


Versuch 4. 


Michael L., 38 J. H.-B. Nr. 2244/1914 der Chirurg. Poliklinik. 
Blutergu8 und Fremdkérper im Kniegelenk nach Fraktur, 
sonst vollig gesund. 




















_ ae |e, [ram 
& sg ek 
Nrjis| > | 2 Organ Boe 2 5 <i | & | Bemerkungen 
mig |4 as £23 6 
3 £ oe E 4 ry 
1 | 24415 eg 
2 14311,5 Placenta II +++ — 
2135) |1,5 do. + = 


























1) Placenta im Beutel gekocht. 
*) Placenta im Reagensrohr gekocht. 
8) Hiilseninhalt diffus braune Fliissigkeit. 
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Glykokollwerte Versuch 3 und 4. 

















Farbentiefe ®/ 100° Glykokoll 
com 
+ 0,6—1,0 
++ 1,2—2,0 
+++ 2,5—3,0 
Versuch 5. 


Josef G., 45 J. H.-B. Nr. 4128/1914. 
Pyloruskrebs; erst seit kurzem Beschwerden, geringe Kachexie. 
73°), Hamoglobin. 





















































: _. | Biuret- 
. Serum fs So reakt 
Nrj is} > | 2 Organ S- ¢5 <i | 5 | Bemerkungen 
mies ep [Ss *13/6 
eg z 5s |3\& 
Lae < | 
1 |32}1,5 ++ }/-| | 7 
2 138)1,5 — _ 
3 116}1,5 Placenta II +444 +|- 
4 |33}1,5) do. ++++ —|— 
5 |4211,5) do. ++++ + | 
6 | 40 (1,5 do. + _ 
7 137} 1,5) Eierstockskrebs | +++ —|- Serum 
81 5 }1, do. _ + | - 7 Std. alt. 
9 | 30 1,5 | Magenkrebsmeta- | +++ ?\;- 
| stase in Lymphdriise 
10 | 314 1,5 Brustkrebs II +? | -— | 
11 | 13] 1,5; Retroplacentarer | +++ — | —]| Hiilseninhalt 
BluterguB braun. 
12 18) 1,5 Nackenband ++ | — 
13 | 871,5} Placenta II ++++] — 
14] 2/1,5) 4+ _ Serum 
15 | 35] 1,5 | ++ | — | 24 Std. alt. 
16 7154 1,5 Eierstockskrebs +++ | — 














Glykokollwerte. 
Farbentiefe ®/,90- Glykokoll 
ecm 
++ 0,0—1,0 
1,5—2,3 
++++ 2,3—3,0 
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Versuch 6. 


Herr F., 40 J. Verdacht auf Magenkrebs, event. Ulcus duodeni 
(Prof. v. Stubenrauch). Sektion: Pankreaskrebs. 











TD 
® 
s 
B 





Organ Bemerkungen 


Ninhydrin- 
reaktion 


aktiv | 
| Sulfosalicy]- 
| reaktion 


| inaktiv | 


' 
| 
| 
| 
L. 








+ i 
| 


~ 


~. 


+ 


+ 
Placenta II att 
do. ++++ 
do. + 
Eierstockskrebs |++++ 
do. ++ 
Magenkrebsmeta- | +++ 
stase in Lymphdriise 
Mandeln spat 
Brustkrebs II ++ 
(Skirrhus) 
Nackenband ++ 
Hoden ++ 


se st 
4 


~ 


-O COIS HP wo — | 
_ 
oor oor ou au Or Ot Or Ot or 


— pt 
~~ 


~ 


























— 


Glykokollwerte. 





Farbentiefe 


®/400° Glykokoll 
ccm 





Bemerkungen 





wegen Farbendifferenz Diiferen- 


b+ U. ++++ zierung nicht gelingt 


| + u. ++ \ wee so nahe zusammen, da&8 


Versuch 7. 


Ludwig F., 56 J. H.-B. Nr. 3908/1914. 
Sehr kraftiger Mann. Verdacht auf Tabes, lanzinierende Schmerzen. 
Wassermann schwach positiv. 








Biuret- 
reakt. 





| 


Organ Bemerkungen 


fosalicy]- 
siure 


|Abderh. 


H 
| 
| 
| 


Ninhydrin- 
reaktion 

| Sul 

| Oppler 





Serum 8?/, Std. 
alt. 





| 
| 


, 


5 
0 Placenta II 
5 | 





1,5 do. 
1,5 | Eierstockskrebs 
1.5 | Nackenband 
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Glykokollwerte. 
Farbentiefe \°/ 109° Glykokoll Bemerkungen 
| ccm 
+ 0,6—0,8 
++ \ 25—3.0 ++ u. +++ sehr nahe zusammen. 
+++ ’ ’ 





Versuch 8°). 


Anna G., 27 J. H.-B. Nr. 2461/1914. 
Schwangerschaft, 5. bis 6. Monat. Magen-(Duodenal?)geschwiir. 




































































i gi SON: Oe . . | Biuret- 
Nr. a bis Organ BS 23 = 5 Bemerkungen 
ae \4 cE = 4) 3/6 
A = hes ——_— 
1 138}1,5 ++ | — 
2 41641,5 Placenta II ++++] — 
3 1244 1,5 do. ++++ -|— 
4 133 1,5 do. ++ —j— 
5} 811,5 Eierstockskrebs +++ | — 
6} 5141,5 Brustkrebs II coe —|— 
7 1438141,5 Nackenband 44+ — 
Versuch 9. 
Gesunde Gravida, 36. bis 38. Woche, kein Verdacht auf Lues. Frauenklinik. 
' nls Biuret- d = 
Serum a |B | reakt. 
y 2 Py cv § rr rs 5 | a 
Nr. Sle | 2 Organ Bx 2.5 € 5 | Bemerkungen 
— | id & iy — a Q. 
3/3 a” le [2/6 
1} 811.5 | ++ | - Serum 12 Std. 
2 13711,5 ++ —|—] alt. 
3 13141,5 Placenta Ii ++4+4+] — 
4 14031,5 do. tet + —-|- 
5 | 29 1,5 do. +? | — 
6 13541,5 Eierstockskrebs +++ | — 
7 126 1,5 do. ++ | — 
8 }2841,5 Magenkrebsmeta- | ++++ —|- 
stase in Lymphdriise 
9] 6 1,5 do. +? —|- 
10 | 30]1,5 Brustdriisenkrebs I} +++ -|- 
11 $1341,5) Nackenband th -|- 


























1) Zusammen mit Versuch 9 verarbeitet. 
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Glykokollwerte von Versuch 8 und 9. 











= 












®/ 907 Glykokoll 
com 





Farbentiefe Bemerkungen 













BA \ 0,6—1,0 Nicht mehr differenzierbar. 


+++ 1,5—2,3 
+444 2,3—3,1 
















Versuch 10. 





Frau V., 29 J. Patientin der II. med. Klinix. 
Nichtkomplizierte Schwangerschaft, 10. Woche (Diagnose Frauenklinik). 





































Scie Ninhydrin- |= | Biuret- 
g reaktion ky _ reakt. 
a . » 
—. | prot. (£3) 2 |S | kungen 
lee} =| Oppler| Stor oa a = 
“| y ja a ro) 
1 |16]1,5 tae ee 
2 [38)1,5 Placenta II ++++| +4+++ | — 
8 | 61,5 do. ++++ +4+4+++| — 
4}31) (1,5 do. +++] + | — 
5 /43}1,5 Bierstockskrebs | ++ | ++++ | — 
6 |33]1,5|  |Brustdrisenkrebs II} + | ++ | — 
7 | 8/15 Hammellunge | ++ | +++ | — 
8 | 3}1,5 Nackenband & |} a6 1. 
































Glykokollwerte. Colorimetrische Bestimmung (Plesch). 











®/,00- Glykokoll Hiilse 0) 
com Nr. : 





Farbentiefe 




















1,8 6 100 
—3,0 38 100—90 














be 70—40 | aiimahlich 
g abnehmend 
16 
33 unter 40 
8 


19* 
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Versuch 11. 
Therese V., Schwangerschaft ca. 37. Woche, volistaindig gesund 
(Frauenklinik). 
ee 
NrjJ is}, | Organ BS € 5)< | & | Bemerkungen 
mis x as |s* cats 
ad & BE 
LT {s [2° fa fale 
131] 1,5 + rik eh 
2 138) 1,5 . + — —_ an 
3 1 1671,5 lacenta II coe \ bs ry 
4]29}15) do. Seae| [ft | —]} eavonsocemace 
® 0. +++ | — 
6 | 33)1,5 Eierstockskrebs | +++ | — 
71 51,5 ++ ~ 
8 | 28}1,5 + a 
9 137}1,5 +44 | — 
10 | 6|1,5 ae Pn 
Glykokollwerte Colorimetrische Bestimmung (Plesch). 
' ®/,99-Glykokoll i“ eames 
Farbentiefe 100 wt Nr. *lo 
+ 1,3—2,0 16 100 
++++ 4,0—4,5 (?) 29 100—90 
3 
33 75—55 
87 
5 55—45 
6 
28 15-25 
38 
Versuch 12. 
Josef B., 49 J. H.-B. Nr. 5340/1914. 
Chronische Nephritis, Blutdruck 220. Herzhypertrophie, Harn frei 
von Cylindern. 
‘ vale Biuret- 
2 Goran £s 3 » reakt. 
Nrji], | 2 Organ BE €sials Bemerkungen 
mig|s e¢ |£2|8/2 
rs | 8 a dD : 5 
‘qd 42 1,5 | + ae Serum 8 Std. alt. 
2 182}1,5| Placenta II ++ | _ ey 18 ver- 
3 113)1,5 do. be 
4415 1,5 do. + ~ 
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Glykoko/lwerte Colorimetrische Bectimmung (Plesch). 
ma] *im-Giykohell = «Hl | —SC 
Farbentiefe /100 — — Nr ¢, 
0,6—1,0 32 100 
+t 3,0—3,5 13 100—85 
42 u. 15 unter 40 
Versuch 13. 


Emphysem, Arteriosklerose, pleuritische Schwarte rechts. Blutdruck 165. 








Michael S., 65 J. H.-B. Nr. 4583/1914. 
















































































; | Biuret- 
2 Serum He Ae pans & 
ot ae aoa = te es 
Nr.| is 2 Organ > |$ 51/4 | & | Bemerkungen 
lala] °™ laid 
ae: Zz” |e |a\6 
1} 1415 + Rest 1 und 13- 
2 130)1,5 ++ | — vereinigt. 
8} 811,5 Placenta II +++ | — Rest 
4 |2511,5 do. +++ | — vereinigt. 
5] 4 1,5 do. + - Rest 4 und 15 
6 }18}1,5 Eierstockskrebs | +++ | cf. vereinigt. 
7 415141,5 Brustdriisenkrebs II} +? |Nr.5 
8 1138]1,5 Nackenband +? |» 1 
Glykokollwerte. 
Farbentiefe */100° Glykokoll 
ccm 
+? und + 0,6—1,2 
++ 1,0—2,0 
+++ 2,3—3,0 
Versuch 14. 
Juliane L. Nichtkomplizierte Schwangerschaft, 3. bis 4. Monat. 
Gynakologische Poliklinik (Prof. Klein). 
; | | Biuret- 
ine Es [2 | teak. 
Nr. E > | 2 Organ BE 35 < | & | Bemerkungen 
mS 4 e8 Ss */4\¢ 
268 az" lBl§ 
1] 11,5 24 
2 718/1,5 + vl 
3 | 43) 1,5) ws 
4 1371 1,5) Placenta II +44 —|— 
5 | 25 11,5 do. + _ 
































: 
" 
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Glykokollwerte. Colorimetrische Bestimmung (Plesch). 
Farbentiefe */100° Glykokoll Hiilse 0/ 
ccm Nr. lo 
+? und + 0,6—1,0 37 100 
zu dunkel 1 
18 unter 30 
25 





Versuch 15%). 


Friedrich N., 32 J. Neurasthenische Herzbeschwerden. 
H.-B. Nr. 5316/1914. 
































me Serum Ninhydrin- Sulfo- Be- 
Nr.| Hiilse Organ ; salicyl- 
aktiv linaktiv reaktion pe merkungen 

1 13 1,5 + -- 

2 30 1,5 +4 _ 

31 40 1,5 + - 

4 43 1,5 +++ ? 

5 1 1,5 Placenta II] cf. Nr.9 

6 4 1,5 do. ++4++ - 

71 i tS do. ++++?) 

8 18 1,5 do. ++4++ _ 

9} 33 1,5 do ++++ Dialysat 

33 +1 





Colorimetrische Bestimmung 
Glykokollwerte: (Autenrieth-K6nigsberger) 








®/ 99-Glykokoll Keilfiillung aus Skalenteile 


Farbentiefe oka 3341 





ttt 3,5—4,0 4 








1) Mit Versuch 16 gleichzeitig verarbeitet. 
9) of. Versuch 16. 
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Versuch 16. 


Julius R., 69*/, J. Osophaguskrebs, keine Kachexie, Arteriosklerose, 
Prostatahypertrophie. 


_ Serum Nin- | Sulfo- |Biuret- Be- 


rom Organ hydrin-| salicyl-| reak- | merkun- 
aktiv) sitiy reakt.| saéure | tion gen 








Z 
5 


.| Hiilse 





15 
5 


~ 


~ 


i ee) 
Ot Ot Ot Or Or Or OH ort Crt 


~ 


Dialysat 

1 + 30 ver- 
einigt, da- 
von 10 ccm 


40 
1 Placenta II 0,12 g 
do. 


~~ 


do. 
Placenta I 0,12 ¢ 


~ 


OWNS om WD 


do. 
10 1,5 | Placenta II 0,12 g 
11 |XV15 ef. XV 


Die Ninhydrinreaktionen, geordnet nach absteigender Farbentiefe, von 


Dr. Gran-| Ratten- | Glykokollwert, ®/,,.-Glykokoll 
dauer huber com 

















HEHEHE E HEHEHE HEH 














Oppler | Prof. May 








1=30 | 1=30 | 1=30 | 1=30 |4—(5?) so dunkel, daB nicht 
4 4 4 4 bestimmbar 

XV 15 | XV15 | XV15 | XV15 
21 21 21 21 
13 13 13 13 
5 5 5 5 
40 18 18 40 
18 | 40 40 18 
15 15 15 6 
a Beer 6 15 


Versuch 17. 
Maria S., 19 J. Gesunde I-Schwangere, 38. Woche. Frauenklinik. 























Biuret- Be- 


Serum reaktion 


merkun- 
gen 


Organ 





Ninhydrin- 
reaktion 
Sulfosalicy]- 
saure 


Abder- 
halden 


in- Oppler| 








-_ 


~ 


Pek 


Placenta II 0,12 g 
do. 


10ccm der 
Mischung 


. 


cr on en on Gr Go or 


DOOR Om WD 


~ 


| eal cell eel cel eel eel ee oe ce el 
~ 


do. 
Placenta I 0,12g , 
do. = 
8 Xe Stunde 
XVI 
(15 + 6 +40) 


15 
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Die Ninhydrinreaktion, geordnet nach absteigender Tiefe. 








Glykokollwerte, ®/ 49-Glykokoll 
































Hiilse 
Nr. ccm 
9 ris ‘Serum aktiv + Plac.II | 4—(5?) nicht mehr unterscheid- 
ag bar 
b \ - >» + o» I 
XVI (15, 6, 40) - ” XVII demnach starker abgebaut 
als XVI 
1 - - 
21 » inaktiv+ ~» II 
3 » aktiv 
5 » inaktiv+ » iI ganz schwache Reaktionen 
4 »  aktiv 
30 n n 
13 » n 
B. Optische Methode. 
Versuch 6. 
he bw 
& &! Zweiter |= Drehunge-| 4 ntangs- 
. Ablesung h: Bl Tag Re worry 4 dvobang Bemer- 
#1 in */,5) Graden ; kungen 
11° 11% 4997119) 24 | 48 fom le eel 
1| Placentapepton |—75|—68\—67|— 63] +7 |412|-78 |—75 
»Oppler“ 
+ Serum aktiv | 
2 | Nackenbandpepton |— 96/— 88/— 86|— 82} + 8 |+ 14/— 100|— 96 
+ Serum aktiv 
3 Serum aktiv |— 36)|— 35/— 35j— 36 
+ 0,9°/,ige NaCl 
Seung 
4] Placentapepton |— 43/—41/— 41/— 42 
»Oppler* 
+ 0,9°/,ige NaCl- 
Losung 
5 | Nackenbandpepton |— 65}— 65/— 64|— 63 
+ 0,9°/,ige NaCl- 
Lésung } 





























tah a a RO Ta an ant Sages aay ee bse pe Se 2 A SS il pia 
























































3 4z40803 | 
“N -u1e ueJunsejqy uesip Sunsey-[O8N 

-unysZ "vO 4fuI yons | | 031°/,6°0 + 

“a0A ~Werepaoseq sy a Ly— wo) oe | a | av ae 1 or edunjjourmeyy L 
s | ‘qyBUl UINIeg + 
¢ yorurzejed ostompiay, | g9— | OIL— | SOLT— | SOT— | GOI— | OLE— | I9— | S9— | 89— purequoqoen 9 
E “Qyeul UINIEg + 
= qaotu | ,t0[ddo* 
¢ “yejo3 Brpuyyeyjoauh =| 16— | 68— i i i i i | 06-| I6- ejue08[g g 
= Sunsyy-[OeN 
: 281°/06'0 + 
a “Op | Ly— oe | a | St ae eee ANAS’ anseg v 
3 AAs unieg + 
3 "Op ee i.2- 18 — Si &- i Sie S e eO esun]jowue yy € 
' AAS unieg + 
2 “op wo | eu 66 — S6—- | O6— | i— | ter 2 |: On pusqueqoeNyy 4 
3 zyeenzZ ouYyO 4So1 AIZY® wunieg + 
S “WINES 1M IBPy 31pue4s ,te1ddog* 
§ -oa Sunspuceg youn | 98— | 68—] 9L— | O8— | O8—| O8—| O8—] 09—| 98- wque08[ I I 
2 = 
po mus | eg | otOE =| oe | tS | cSt | osOt | ae0l | ee sne uojdeg 
o an aa ae — _ : —_—— 
5 ueSunyi0mleg Sunyorp 30, Ser, gl, WH ‘IN 

-s3uejuy 1099UIQ, Bel, 109197 104814 Samerey 
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Versuch 
Ablesung in */,55° Erster Tag Zweiter 
Nr. 
Pepton aus 10 | 11% | yo | gs | 580 | 7oe | go 





— ESS ee EE 


1 ” 1Oppler* 1) | —79 | —78 | —78 | —78 | —77 | —77] —74 
+ Serum aktiv 
2 Nackenband — 102) — 100] — 100) —100} —98 | —98 | —95 
+ Serum aktiv 
3 Hammellunge —86 | —83 | —84 | —83 | —83 |} —81] —78 
+ Serum aktiv 
4 Serum aktiv —40 | —40 | —39 | —40 | —40 | —40] —40 
+0,9°/,ige NaCl-Lésun 
5 | Placenta ,Oppler* | — 80 
+ Serum inaktiv 
6 Nackenband — 102) —101/ —102) —101; —100} — 100] —98 
+ Serum inaktiv 





—80 } —80 | —80 | —79 |} —80] —78 



































Versuch 
Ablesung in */,9° Erster Tag Zweiter 
Nr. 
Pepton aus 920 11% 1» 330 632 1022 g30 








1 | Placenta ,Héchst“*) | 80 | ~so | —80 | —79 | -77 | —77] —75 
+ Serum aktiv 
2| Placenta ,Oppleré | —79| —79 | —78|—78|—76| —74| —73 


+ Serum aktiv 

3 Nackenband — 100} —99 | —97 | —96 | —95 | —98 | —92 
+ Serum aktiv 

4 Hammellunge — 85 | —84 | —84 | —82 | —82 | —79 | —79 
+ Serum aktiv 

5 Serum aktiv —389 | —40 | —40 | —40 | —40 |} —41] —4l 

+0,9°/,ige NaCl-Lésung! 
6 Hammellunge —86 | —86 | —84 | —85 | —84 | —84] —80 


























+ Serum inaktiv 





Uber Abderhaldens ,,spezifische Abwehrfermente. 





Dritter tar we Anfangsdrehung 

Ta anderung 

s nach Stunden ____—] Bemerkungen 
be- ge- 

30 

9 24 48 | rechnet | funden 

















~72 | +5 |+7 | —80 | —79 |*) Lésung Il: 

} a=— 40 
—93 | +7 /+9 | —104| —102 
—73 +8 ‘ — 87 — 86 
— 40 


—73 





— 94 
































Dreh - 

ra se Anfangsdrehung 
nach Stunden Bemerkungen 
eer are: ge- 

24 48 | rechnet | funden 











—— 4 








+5 | +11] —80 — 80 ny 24 Std. 
t 
‘)Durchschnitte- 
+6 | +10] —€0 ie wert aus 48 
stiindiger Be- 
+8 | +13 | —104| —100] obachtung: 


+6 | 411] —87 | —85 
































286 B. Oppler: 






























































Versuch 
Ablesung in */190° Erster Tag Zweiter Tag Dritter 
Mr Pepton aus ts i 
7s | 1088 | 11% | 5% 7 10% 
1] Placenta ,Hochet* | —86 | —82 | —79 | —77 | —77 | 75. 
+ Serum aktiv 
2 Placenta ,Oppler“ —86 | —81 | —78 | —76 | —76 | —74 
+ Serum aktiv 
3 Nackenband —107 | —103 | —97 | —96 | —96 | —93 
+ Serum aktiv 
4 Hammellunge —89 | —87 | —81 | —81 |} —80 —77 
+ Serum aktiv 
5 Serum aktiv + —44 ; —44 | —44 | —43 | —44 — 44 
0,9°/, ige NaCl-Lésung 
6 Placenta , Hochst“ —88 | —87 | —~84 | —84 | —84 —&] 
+ Serum inaktiv 
Versuch 
Ablesung in */19° Erster Tag Zweiter Tag 
Nr. Pepton aus = 
hen 738 aa 12% 62 
1 Placenta , Hochst“ — 81 — 80 — 76 —75 —74 
+ Serum aktiv 
2 Placenta ,Oppler“ — 80 —79 — 75 —74 — 73 
+ Serum aktiv 
3 Nackenband —105 | —102] —95 — 94 — 92 
+ Serum aktiv 
4 Hammellunge — 87 — 85 — 80 — 79 —77 
+ Serum aktiv 
5 Serum aktiv — 40 — 40 — 40 —4l1 — 40 
+ 0,9°/, ige NaCl-Lésung 
6 Placenta ,Héchst“ — 83 — 83 — 81 — 81 — 80 
+ Serum inaktiv 




















rsuch 


—_—___ 


Jritter 


1900 
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Drehungs- 
anderung 


nach Stunden | 





2% | 48 


Bemerkungen 














+9 +12 
+10 | +13 
+11 | +15 


+9 +12 














Serum 11 Std. alt. 





Dritter Tag 


~ Drehungs- 


anderung 
nach Stunden 





gas 


12% | 622 


24 48 


berech- 
net 


Bemerkungen 








—73 


— 90 


— 75 


— 40 


—79 


—73 | —72 


| 
| 


—72 | —72 








+7 +9 
+7 +10 
+13 | +17 


+10 | +13 


— 80 





— 80 
— 104 | — 105 


—87 | —87 











Serum 71/, Std. alt. 
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Versuch 
Ablesung in */19° Erster Tag Zweiter Tag 
Nr 100 
Pepton aus ia 
5¢ | 788 10" | 12% | 5% 
1 Placenta ,,Héchst“ —8  —83 | —79 — 79 — 78 
+ Serum aktiv 
2 Placenta ,Oppler“ — 83 — 82 — 78 — 78 —77 
+ Serum aktiv 
3 Nackenband’) — 105 —103 | —100 — 99 — 98 
+ Seram aktiv 
4 Hammellunge — 80 —87 | —85?%) ? ? 
+ Serum aktiv 
5 Serum aktiv — 43 | —42 |-43 | —48 — 43 
+ 0,9°/, ige NaCl-Lésung | 
6 Placenta ,,Héchst“ — 85 | — 85 —86 | —85 | —84 
+ Serum inaktiv 
Versuch 
Ablesung in */,95° Erster Tag Zweiter Tag 
Nr. Pepton aus : Bi. 
200 41 eat | 10% | 2 | 4% 
1 Placenta ,,Héchst“ —87 |—8 |—8 | —79 | —79 | —79 
+ Serum aktiv 
2 Placenta ,Oppler“ —86 | -—85 | —84 | —79 | —79 | —78 
+ Serum aktiv 
3 Nackenband —105 | —104 | —1038 | —97 | —97 | —97 
+ Serum aktiv 
4 Hammellunge —91 |-—89 | —88 | —81 | —81 | —80 
+ Serum aktiv 
5 Serum aktiv —45 | —46 | —45 —45 | —46 | —46 
+ 0,9°/,ige NaCl-Lésung 
6 Placenta ,,Oppler“ —86 | —84 = 83 —79 | —79 | —79 
+ Serum inaktiv 
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Drehungs- 
anderung 
nach Stunden 








24 48 


Bemerkungen 














+6 + 10 


+6 | +10 
+7 +12 


? ? 














1) Neue Lésung bei 48- 
stindiger Beobachtung 
Durchschnittswert 
a= —6 


i. 
%) Gesichtsfeld trib. 








Dritter Tag 


Drehungs- 
anderung 
nach Stunden 


Anfangs- 
drehung 








105 | 900 


24 48 


berech- | gefun- 
den 


Bemerkungen 











—76 | —75 


—75 | —75 
—93 | —92 
—77 | —77 


—45 | —46 





—75 | —76 





| +412 


| 


+8 
+7 | +11 
+8 | +13 


+10 | +14 








net | 

—85 | —87 
— 85 — 86 
— 106 


— 92 














B. Oppler: 


290 




























































































(, AINqBeuUl wanseg + 
SOI — | Zor 6+ ¢+ 6 - G6 86 oor s0I — pusquexsoen 9 
(, AQAVUI UINIeg + 
‘epuUNnig T 009 (1 186 — 18 O1+ L+ 18 28 se- | f- 16 —- »ta[ddo* equcoe,g ¢ 
| BunsyT-[OVN 031°/,6'0 + 
e~ | = vas |. a- | Joe AIQy® uIniog ¥ 
| Aye wniog + 
88— | 88—] SIF | SIt | OL— | IL—- | GL- LL—- | 98—- osunyjowurre Fy g 
AIQY® wniog + 
gol— | 2or— | st+ | are | s8— | 98— | 16— 66— | SOI — pusquoyoun v4 
| AIZYe unieg + 
c~— t+ 2 T at? yy wt i O- | O- | BST ee rlefddo* ezus0vlg I 
wop | you | ge | ve | oot | ott | vot | ott | oee 
ueZJunqioweg — ec. uepunig youu gE ey ee sne uojdeg _ 
Zunyoip Suniepue Sey, 109311q Bel, 10;10K7 orate o"/, Ul Bunsoqy 
-sJuBjuy -sdunyeoig 
‘LT Gons10,4 
| (,Anyeur unieg + 
‘Bungnzy, ‘epunrg t 409 (x i #8 — i i oo ao i i i wiejddo* equeoe,g P 
| BunsyT-[O8N 31/960 + 
w- | O-— 1 Oe | Be TH AIgy® UINIeg f 
AIQ¥e’ winiog + 
06 — 16-4 81+ 8+ eL— | - | Se eg — 06 — esun jours yy g 
AIQy® uInIeg + 
GOI— | SOI— | B+ | 9+ | 96— | 96— | 66— |OOI— [SOI— puequoyoe Nn z 
| ANY’ wnseg + 
im 1: aaa st | ¢t = 32 “- | &- #8 — »leddg* wqyusoe,g I 
wp / you | gp | ge | ooo | oot | a9 | oot | ag 
uesunyi0meg a we = 4 uepunyg youu mm a uojdeg aN 
Sunyeip Sunsepus Sey, 104g Bey, 10;10K7 L 9° "/, ut Sunseiqy 
-sduvjuy -sdunyoig 104815] 























‘9T Yons10A4 


Uber Abderhaldens ,,spezifische‘’ Abwehrfermente. 291 


IV. Diskussion der Versuche und ihr Ergebnis. 


1. In den Versuchen 1 bis 17, die 6 Fille von Schwanger- 
schaft, eine syphilitische Nichtschwangere und 10 Manner, dar- 
unter 3 Krebskranke betreffen, hat die Ninhydrinprobe trotz 
ihrer deutlich zutage getretenen Unsicherheit ergeben, daB Pla- 
centa II, das von Lampé dargestellte und von Abderhalden 
und Lampé als brauchbar anerkannte und erfolgreich beniitzte 
Praparat, abgebaut worden ist. PlacentaI, das Originalpriparat 
aus Abderhaldens Institut, wurde in den Versuchen 16 und 
17 verwandt. Sein positiver Abbau durch das Serum eines 
mannlichen Krebstrigers und durch Schwangerenserum ist mit 
der in Versuch 16 von 4 Untersuchern kontrollierten Ninhy- 
drinprobe einwandsfrei festgestellt. Der von Lampé gepriifte 
und zur Krebsdiagnose mit Erfolg beniitzte Kierstockskrebs 
wurde in 4 Fallen von Schwangerschaft und in 7 Fallen von 
Nichtschwangerschaft geprift. Letztere verteilen sich auf eine 
syphilitische Frau und 6 Manner, von denen 2 sicher Krebs- 
triger, 4 sicher nicht an Krebs erkrankt waren. In samtlichen 
11 Fallen wurde mit Ninhydrin ein positiver Abbau nachge- 
wiesen. Trotzdem in Versuch 16 und 17 die doppelte Placenta- 
menge wie in den Versuchen 1 bis 15 gewahlt wurde, um fiir 
die positive Biuretreaktion die denkbar giinstigsten Bedingungen 
zu treffen und trotzdem die Ninhydrinprobe infolgedessen im 
Versuch 17 eine Farbentiefe erreichte, die sogar die starkste 
der von Abderhalden auf Tafel II der 4. Auflage der ,,Ab- 
wehrfermente“ verzeichneten Reaktionen noch iibertraf, wurde in 
keinem einzigen Falle auch nur die Andeutung einer positiven 
Biuretreaktion gefunden, wenn sie in der beschriebenen Weise 
ausgefiihrt wurde. Dagegen traten vereinzelt unbestimmte und 
positive Reaktionen auf, wenn die Vorschrift Abderhaldens 
befolgt wurde. 

Es ist somit erwiesen, daB von Abderhalden und Lampé 
dargestellte und zum Nachweis spezifischer Reaktionen mit 
vollem Erfolg angewandte Substrate ausnahmslos versagten und 
nicht spezifisch, sondern wahllos abgebaut wurden, als der 
Dialysierversuch unter Bedingungen verlief, die eine notwen- 
dige Konsequenz der Lehre Abderhaldens bilden und gleich- 


zeitig den optimalen Bedingungen des Nachweises sowie den 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 20 


— 91 1) 60% 1 Stunde. 
2;—103 


10 


81 


| 


+10 


»VUppler™ 


+ Serum inaktiy ') 
Nackenband 


riacenta 
+ Serum inaktiv ’) 
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aus der Fermentlehre sich ergebenden Forderungen nach Még- 
lichkeit gerecht zu werden versuchten. Der Dialysierversuch 
hat weiterhin gezeigt, daB die dialysablen Abbauprodukte zwar 
mit Ninhydrin reagieren, dagegen die Biuretreaktion vermissen 
lassen, die zur sicheren Charakterisierung der Abbauprodukte 
als Polypeptide unentbehrlich ist. Da Abderhalden selbst 
den negativen Ausfall der Biuretreaktion neben positiver Nin- 
hydrinprobe als Gegenbeweis gegen die Polypeptidnatur der 
Abbauprodukte anerkennt') und ein iiber diese K6rper fiihren- 
der Abbau den Wesenskern der Lehre von den spezifischen 
Abwehrfermenten, sowie die Voraussetzung fiir die Anwendung 
sowohl des Dialysierverfahrens wie der optischen Methode be- 
deutet, so ist durch den negativen Ausfall der Biuretreaktion, 
trotzdem die Bedingungen fiir ihren positiven Ausfall erheblich 
giunstiger lagen als bei der von Abderhalden getroffenen 
Versuchsanordnung, nunmehr der direkte Beweis erbracht wor- 
den, daB*) Abderhaldens Lehre sowohl in der Grundidee 
wie auch in der Methodik verfehlit ist. Der Schwanger- 
schaftsreaktion und der Lehre von den spezifischen 
Abwehrfermenten ist damit die Grundlage genommen. 
Sollte dariiber noch ein Zweifel bestehen, so beseitigt ihn das 
Ergebnis der Versuche mit der optischen Methode. 

2. Vermittels der optischen Methode wurde festgestellt, 
daB Serum Schwangerer und Nichtschwangerer, an Krebs Er- 
krankter und sicher nicht krebskranker Manner Placentapepton 
»Héchst“, das von Abderhalden als einwandsfrei anerkannte 
Praiparat, von dem Verfasser dargestelltes Placentapepton von 
gleicher optischer Aktivitat sowie Peptone aus Hammellunge 
und Nackenband des Rindes ausnahmslos abgebaut hat. Nach 
Abderhalden gibt die optische Methode im Gegensatz zum 
Dialysierverfahren iiber die quantitativen Verhialtnisse Auf- 
schluB. Die Tabelle VII (S. 293) weist iiberzeugend nach, daB die 
absolute Drehungsinderung, die jedes der verschiedenen Serum- 
peptongemische in 48 Stunden erfahren hat, jeden Unterschied 
zwischen Schwangeren und Nichtschwangeren vermissen 1|aBt. 
Dagegen sind deutliche Unterschiede von annahernd gleicher 


) of, S. 212 u. 213. 
*) of. S. 225. 
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Tabelle VII. 











Drehungsinderung in “Ways? € eines praararen: von 









































Versuch Serum Serum Serum 
Nr. ‘Schwangerer ane: N ichtschwangerer Nicht- Nicht- 
pieestiantates neielilaeaien Schwangerer y cele Schwangerer ot ioangene 
»Oppler“ | »Hdchst“ | ,,Oppler“ | »Hochst« [Nackenbandpepton , »Oppler*| _Lungenpepton , »Oppler* 
6 12 (15) 14 (18) 
8 7 (8) 9 (11) 13 (14) 
10 10 (11) | 11 (12) 13 (17) 11 (13) 
11 13 (15) | 12 (14) 15 (16) 12 (14) 
12 10 (10) 9 (10) 17 (17) 13 (13) 
13 10 (10) | 10 (10) 12 (12) ? 
15 11 (10) | 12 (10) 13 (14) 14 (18) 
16 8 (8) | | 9 (9) 12 (13) 
17 13 (13) | 18 (17) | 
Summe } 48 (47) | 23 (25) | 51 (53) | 31 (30) 55 (61) 65 (70) 36 (41) | 39 (39) 
Mittel 10,8 11,5 | 10,2 10,3 13,8 (15, 2) | 13,0 (14) 12 (13,7) 13 (13) 
(11,8) | (12, 5) | (10,6) (10) 














Die eingeklammerten Zahlen wiirden sich ergeben, wenn die gefundene wnt berechnete 


Anfangsdrehung iibereinstimmten. 


GréBenordnung sowohl innerhalb der Reihe der Schwangeren 
wie auch innerhalb der Reihe der Nichtschwangeren bei den 
vom Verfasser bereiteten Peptonen aus Placenta und Nacken- 
band festzustellen. Sie wiirden vermutlich auch bei den an- 
deren Peptonen zur Beobachtung gelangen, wenn die Zahl der 
Versuche gréBer ware und noch deutlicher hervortreten, wenn 
die berechnete Anfangsdrehung mit der gefundenen besser iiber- 
einstimmte. Da Abderhalden das Ergebnis der optischen 
Methode als entscheidend anerkennt, ferner die hierbei még- 
lichen Fehlerquellen, die Abderhalden zum Teil ohne objek- 
tiven Beweis fiir seiner Lehre widersprechende Versuchsergeb- 
nisse verantwortlich macht, auszuschlieBen sind, so ist, selbst 
wenn das Ergebnis der Dialysierversuche nicht vorlaige, der 
zwingende Beweis gefiihrt worden, daB es weder eine spezi- 
fische, noch iiberhaupt eine Schwangerschaftsreaktion, beru- 
hend auf dem von Abderhalden angenommenen Ab- 
baumechanismus, gibt, die nach Ausschlu8 der Spezifizitat 
dann ja nur noch quantitativer Art sein kénnte. 

Nimmt man mit Abderhalden an, was jedoch noch nicht 
bewiesen ist, daB die Drehungsainderung ausschlieBlich am Pepton 


und nicht ganz oder teilweise am Serum ablauft und auf der 
20* 
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Wirkung eines peptolytischen Ferments beruht, so mu8 man 
den SchluB ziehen, daB die untersuchten Peptone die gleiche 
abbaufahige Substanz und die verschiedenen Sera das diese 
abbauende Ferment in verschiedener Konzentration besitzen, 
vergleichende Untersuchungen demnach zu SchluBfolgerungen 
erst dann berechtigen, wenn man den Gehalt der Peptone an 
abbaufahiger Substanz und den Fermentgehalt jedes einzelnen 
Serums quantitativ bestimmen kann. 

3. Vergleicht man in der Tabelle VII die Drehungs- 
anderung der Serum-Placentapepton- und Serum-Nackenband- 
peptongemische, so lige nach Abderhaldens Lehre in den 
Versuchen 6, 12, 13, 15, 16 — Abbau von Placenta — das 
Beispiel einer ,,scheinbar“ nicht spezifischen Reaktion vor. Das 
zur Peptonbereitung benutzte Nackenband stellte infolge des 
intensiven Auskochens ein nahezu ,reines“ Substrat dar, im 
wesentlichen nur noch aus elastischen Fasern bestehend, die 
daher auch die Muttersubstanz des Peptons und das Sub- 
strat der ,scheinbar“ nicht spezifischen Reaktion sein miissen. 
Elastische Fasern findet man auch in den Wanden der Blut- 
gefaBe. Ihre Quantitét aber muB, bezogen auf die gleichen 
Gewichtsmengen Placenta und Nackenband, in jener dann ver- 
schwindend klein sein. Der Dialysierversuch sollte daher einen 
starkeren Abbau des Nackenbandes als der Placenta, entspre- 
chend der optischen Methode, erwarten lassen. Er hat aus- 
nahmslos das entgegengesetzte Ergebnis gezeitigt und in keinem 
einzigen Fall einen Abbau des Nackenbandes mit Sicherheit 
erkennen lassen. 

In Versuch 4 wurde Placenta II durch das Serum eines 
im iibrigen gesunden, mannlichen Haimatomtrigers abgebaut. 
Die Placenta II mu8 demnach Bestandteile von roten Blut- 
kérperchen enthalten haben (cf. 8. 233). Beriicksichtigt man 
indessen die quantitativen Verhaltnisse, so beweist die Tatsache, 
daB das zu Placenta II gehorige, retroplacentare Himatom in 
den Versuchen 2, 3, 5 von Mannerserum schwicher abgebaut 
wurde als die Placenta II selbst, trotzdem ihr etwaiger Ge 
halt an Bestandteilen der identischen, roten Blutkérperchen 
gegeniiber der Himatommenge dann verschwindend klein sein 
muB, daB auch in diesem Falle Abderhaldens Erklarungs- 
versuch falsch ist. Den direkten, positiven Beweis fir die 
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Richtigkeit dieser SchluBfolgerung hat die mikroskopische Unter- 
suchung beider Placenten erbracht. Herr Prof. Borst hat in 
liebenswiirdigster Weise sich der Miihe dieser Untersuchung 
unterzogen und mir gleichzeitig gestattet, den nachfolgenden 
Bericht iiber das Ergebnis seiner Untersuchung zu verdffent- 
lichen. Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Borst 
meinen aufrichtigen Dank auch an dieser Stelle abstatten zu 
konnen. 

Kgl. Pathologisches Institut | Miinchen, den 18. Juni 1914. 

der Universitat Miinchen. 

Einlauf-Nr. 474. 

Einsender: Dr. Berthold Oppler, Kg!. Poliklinik, Miinchen. 

Sehr geehrter Herr Kollege! 

Bericht tiber die mikroskopische Untersuchung von Placentar- 
material, welches unter der Bezeichnung Placental und Pla- 
centa II tibergeben wurde. 

Bei der makroskopischen Betrachtung fallt nur auf, daB 
die Placentastiickchen Nr. I ein wenig mehr grauweiB, die 
Placentastiickchen Nr. Il dagegen mehr reinweif aussehen. 
I und II wurden in ganz gleicher Weise entwassert, in Paraffin 
eingebettet und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. 

Die mikroskopischex: Priiparate der Placenta I zeigen ein 
hochgradig verindertes Placentargewebe. Man kann zwar noch 
eine Unterscheidung des Bindegewebes und der GefaBe der 
groBeren Zotten machen; aber bei den feineren Zotten ist diese 
Unterscheidung fast nirgends mehr durchfiihrbar. Diese letz- 
teren erscheinen stark geschrumpft; ihr Epithelbelag zeigt hoch- 
gradige Quellung der Zellen, die vielfach als solche gar nicht 
mehr zu erkennen sind, und kernlose, sich ablésende und zer- 
fallende Schollen darstellen. Wo in diesen Epithelzellen von 
Kernsubstanz iiberhaupt noch etwas zu sehen ist, handelt es 
sich um duBerst blaB gefarbte, ausgelaugte Kerne oder um 
Kernreste in Form von kleinen Chromatinbréckeln. Die gréBeren 
Zotten zeigen am Epithel ahnliche Veranderungen, am Binde- 
gewebe starke Auseinanderdrangung der Fasern, auch Quellung 
der Bindegewebsfibrillen, ferner nahezu vélliger Schwund der 
Bindegewebszellkerne; von solchen Kernen sind nur da und 
dort ginzlich ausgelaugte Exemplare zu finden. In den inter- 
villésen Raéumen kein Blut, sondern nur da und dort zer- 
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fallende Schollen von Fibrin. Auch die GefiBe der Zotten ent- 
halten kein Blut: die GeféBwand ist wie aufgesplittert und die 
Kerne der GefaBwandzellen sind fast nirgends mehr, und wenn 
iiberhaupt, dann nur schattenhaft darstellbar. 

Die Placenta II gibt ein wesentlich anderes, mikroskopisches 
Bild. Hier ist iiberall mit Hamatoxylin noch Kernfirbung zu 
erzielen, sowohl am Stroma, wie am Epithel der Zotten, wie 
auch an den GeféBwinden. Blut ist allerdings auch hier weder 
in den GefaéBen noch in den intervillésen Riumen nachweisbar. 
In den letzteren findet man nur Schollen von Fibrin. Wenn 
sich, wie eben bemerkt, in diesem Falle II die verschiedenen 
Gewebskerne firben lieBen, so war die Firbung doch keine 
normale: die meisten Kerne zeigten Schrumpfung, das Chromatin 
speziell der Epithelzellen farbte sich sehr intensiv, eine feinere 
Struktur der Kerne war nicht mehr zu sehen und vielfach 
kamen auch Verklumpungen und schollige Zusammensinterungen 
des Chromatins vor. Auch an den Zellen des Stromas und der 
GefaBe fiel die Schrumpfung und starke Hamatoxylinfarbung 
auf. Wahrend also an den genannten Gewebskernen die Er- 
scheinungen der Schrumpfung und Pyknose hervortraten, waren 
die Kerne der chorialen Wanderzellen der Mehrzahl nach blab 
gefairbt und schienen mehr in Auslaugung begriffen. Das Binde- 
gewebe und die GefaBwiande zeigten im Falle II nicht die Auf- 


lockerung wie im Falle I. 
Hochachtungsvoll 


gez.: Prof. Borst. 


Aus dem mikroskopischen Befunde geht einwandsfrei her- 
vor, daB beide Placenten von roten Blutkérperchen vollstandig 
frei sind. Die Hypothese der ,scheinbar“ nicht spezifischen 
Reaktionen und mit ihr die ,spezifische* Schwangerschafts- 
reaktion sind demnach auch von diesem Gesichtspunkte aus 
auf dem direkten Wege des Versuchs endgiiltig erledigt. Die 
mikroskopische Untersuchung hat auBerdem an Placenta I, dem 
Originalpraparat aus Abderhaldens Institut, eine hochgradige 
Zerstérung aufgedeckt, die mit Abderhaldens*) Angaben iiber 
das mikroskopische Bild der nach seinem Verfahren dargestell- 
ten Organe in unvereinbarem Widerspruch steht. Ebenso ein- 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1914, 2249; Fermentforschung 1, 1, 20. 
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wandsfrei geht hingegen aus dem Bericht hervor, daB die Pla- 
centa II in dieser Hinsicht im wesentlichen diejenigen Merkmale 
aufweist, die Abderhalden von einem einwandsfreien Organ 
verlangt. Da beide Placenten trotz gegensitzlichen, mikro- 
skopischen Befundes vom Serum Schwangerer und Nicht- 
schwangerer wahllos abgebaut wurden, so ist bewiesen, daB 
auch die mikroskopische Kontrolle der Organe vollstaindig wert- 
los ist. 

4. Aus den Versuchen mit Nackenband und Nackenband- 
Pepton folgt, daB der von Abderhalden behauptete und 
als wesentlicher Bestandteil seiner Lehre geforderte 
strenge Parallelismus zwischen den Ergebnissen des 
Dialysierversuchs und der optischen Methode nicht 
durchweg besteht. 

Unter Beriicksichtigung der sub 3 und in dem Abschnitt 
iiber die optische Methode erérterten Tatsachen erhebt sich 
daher die Frage, ob optische Methode und Dialysierverfahren 
identische, nur an verschiedenen Stufen des Abbaus einsetzende, 
aber an dem Substrat verlaufende Prozesse in Wirklichkeit 
anzeigen. In den Versuchen Nr. 6, 2., Nr. 10, 3., Nr. 11, 6., 
Nr. 13, 4. findet’ man zwischen berechneter und gefundener An- 
fangsdrehung eine Differenz, die in Anbetracht der Feinheit 
des Apparats und der groBen Ubung des Verfassers in polari- 
metrischen Bestimmungen den Fehlerbereich der Ablesung iiber- 
schreitet. Vdllig ausgeschlossen ist eine falsche Ablesung in 
dem Versuche Nr.7, der zeigt, daB die von Abderhalden be- 
schriebene, aber nicht erklarte, plotzliche Drehungsinderung mit 
nachfolgendem Stillstand mit dem hier Nr. 7, 2 bis 6 beobachteten 
Vorgang identisch ist, wenn man nur den 24stiindigen Verlauf 
zuniachst betrachtet. Die Tatsache, daB in Nr. 7, 2. und 6. dieser 
abnorme Verlauf mit aktivem und inaktiviertem Serum gleich- 
artig — cf. auch Versuch Nr. 16 — verlief, obwohl nur in einem 
der Fille Gelatinierung ohne erkennbare Triibung erfolgte, ferner 
der Umstand, daS im groBen und ganzen dieser gleiche Ver- 
laufstypus mit drei verschiedenen Peptonen ohne Ausscheidung 
erzielt wurde, ist, wenn die Drehungsaénderung durch die Wir- 
kung eines peptolytischen Ferments bedingt ware, ein absoluter 
Beweis dafiir, daB die Peptone ein identisches Substrat dar- 
stellen, die Inaktivierung versagt und diese Form der Drehungs- 
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anderung mit den durch Ausflockung bewirkten Drehungsinde- 
rungen nichts zu tun hat. 

Betrachtet man aber die letzte Ablesung, so zeigt sich, 
da8 der Stillstand nur ein scheinbarer war und bei Verlange- 
rung der Beobachtungsdauer wohl erkannt werden kann. Man 
gewinnt, wenn man die berechnete Anfangsdrehung mit den 
bis zum Mittag des zweiten Tages beobachteten Drehungs 
winkeln vergleicht, den Eindruck, daB der in Versuch Nr.7 be- 
obachtete Vorgang und die Differenzen, die zwischen den be- 
rechneten und beobachteten Anfangsdrehungen der zuerst ge- 
nannten Versuche gefunden wurden, méglicherweise auf der 
gleichen Ursache beruhen, diese aber in dem Versuch Nr.7 sich 
hinsichtlich der Gré8enwirkung und des zeitlichen Ablaufes von 
den iibrigen Versuchen unterscheidet. Bevor diese Verhiltnisse 
nicht experimentell klargestellt sind, hat jede Deutung der 
Drehungsanderung nur hypothetischen Wert. 

5. Abderhaldens Methode der Seruminaktivierung hat, 
nach dem Ergebnis der optischen Methode zu urteilen, in einem 
Teil der Versuche vollstindig versagt, in anderen Fallen ledig- 
lich eine Abschwaichung der Wirkung, in keinem einzigen Falle 
eine vollstaindige Aufhebung derselben herbeigefiihrt, trotzdem 
in den Versuchen Nr. 16 und 17 das Serum 1 Stunde auf 60° er- 
hitzt worden war und in den Versuchen Nr.1 bis 15 die Art der 
Inaktivierung die Vorschrift von Oller und Stephan, die 
bereits eine Verscharfung der Abderhaldenschen Vorschrift 
bedeutete, noch iiberboten hatte. Diese Resistenz hohen Tem- 
peraturen gegeniiber ist mit den Erfahrungen, die bisher an 
Fermenten gesammelt wurden, schwer vereinbar und bestirkt 
die Zweifel, die hinsichtlich der richtigen Deutung der Drehungs- 
anderung sub 4 ausfiihrlich dargelegt wurden. Die Versuche 
lassen weiterhin erkennen, daB durch die Inaktivierung das 
Serum erhebliche Veranderungen erleidet. 

Die Dialysierversuche mit inaktiviertem Serum haben ein 
Ergebnis gebracht, das mit dem der optischen Methode nur 
teilweise in Ubereinstimmung steht. Betrachtet man die Dia- 
lysierversuche als die richtigen, so folgt, daB die Drehungs- 
anderung im optischen Versuch durch zwei verschiedene, gleich- 
zeitig wirkende Faktoren hervorgerufen wird, von denen einer 
gegen die Inaktivierungstemperatur bestandig ist. Erkennt man 
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umgekehrt das Ergebnis der optischen Methode als _ beweis- 
kraiftig an, so mu8 man den SchluB ziehen, daB infolge der 
Inaktivierung in dem Serum-Organgemisch die Diffusionsbe- 
dingungen sich aindern und die Kontrolle wiederum verfehlt ist, 
weil sie infolge dieser Yeranderung der Versuchsbedingungen 
tatsichlich vorhandene Abbauprodukte dem Nachweis entzieht- 
Nachdem nunmehr Paquin’) in einer Mitteilung aus Abder- 
haldens Institut die m. E. auch vom Verfasser in eingehenden 
Versuchen nachgewiesene, von Abderhalden aber stets be- 
strittene und durch mangelhafte Beherrschung der Methode 
erklarte Tatsache einraumt, dab die ,absolute“ Befreiung der 
Organe von dialysablen, mit Ninhydrin reagierenden Substanzen 
durch Auskochen mit Sicherheit sich nicht erzielen laBt, so ist 
bewiesen, da8 beim Dialysierversuch stets mit einer gewissen, 
ohne exakte Messung nach ihrer GréBe nicht bestimmbaren 
Summationswirkung gerechnet werden mu, dab ferner Abder- 
halden iiber eine wirksame Kontrolle, die diese Fehlerquelle 
qualitativ mit Sicherheit in jedem Falle zu erkennen erlaubt, 
bisher nicht verfiigt. Da dieses unentbehrliche, quantitative 
Verfahren jedenfalls vor Einfiihrung der Mikro-N-Methode voll- 
standig fehlte, so sind alle SchluBfolgerungen aus Dialysier- 
versuchen mit alleiniger Anwendung der Ninhydrinreaktion be- 
deutungslos. Die iiberwiegende Mehrzah| der Autoren, die die 
Richtigkeit der Abderhaldenschen Lehre durch den prak- 
tischen Erfolg, die richtige Diagnose von Schwangerschaft, 
Krebs, Geisteskrankheiten usw., bestatigt fanden, stiitzen ihre 
Annahme auf Dialysierversuche in Verbindung mit der Nin- 
hydrinreaktion. 

Dieser Hauptbeweis fallt damit in sich zusammen. 

6. Trotzdem die Versuche mit der gleichen Serum- und 
der gleichen (Versuch 1 bis 15) bzw. doppelten Organmenge 
(Versuch 16 und 17) durchgefiihrt wurden, zeigten gleichzeitige 
Versuche mit verschiedenen Placenten bzw. Krebsen, da8 inner- 
halb der gleichen Organgattung die einzelnen Praparate prin- 
zipiell ahnliche Unterschiede der Reaktionsstarke veranlassen, wie 
gleiche Gewichtsmengen verschiedener Organgattungen. Ferner 
zeigen die Versuche, daB eine konstante Serummenge eine kon- 


1) Fermentforschung 1, 1, 58. 
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Tabelle 


Die Differenzen der Ninhydrin- 
Serum und Serum +- Placenta II 








Schwangere 




















i | — 
= ob Serum | memati eg I Mittelwert | Differenz 
1. weibl. | | 
2. mannl. 

Rice 

2 | 

gg | 

ae | | 

& welbl | | | 

9. y| 06-10 | 0,8 23-31 | 2,7 1,9 
10. » ca. 1,0(?) | 1,0(?) | 2,5—8,0 | 2,7 1,7 (?) 
| a 1,3—2,0 1,2 4,0—4,5 (2) | 3,1 1,9 
12. mannl | 

13.» | 

14. weibl. 06-10 | 08 3,5—4,5(2)| 4,0 3,2 
15. mannl. | 

as | 

17. weibl. | gicher iber 4,0 
stante Menge ein und desselben Praparats — Placenta II 


parallel Eierstockskrebs — wie bei der optischen Methode die 
Peptone individuell verschieden stark abbaut. In nachfolgen- 
der Tabelle VIII — 8S. 300 — sind fiir das Dialysierverfahren 
die entsprechenden Werte von Placenta II iibersichtlich zu- 
sammengestellt. Die angewandte MeBmethode ist zu roh, als 
daB sie sichere SchluBfolgerungen erlaubte. Indessen sei be- 
merkt, daB der stirkste Abbau an einer Schwangeren, die 
kleinsten Werte an Nichtschwangeren beobachtet wurden, in 
der Mehrzahl der Versuche die Werte bei Schwangeren und 
Nichtschwangeren sich gesetzlos iiberlagern. 

7. Durch den ,,Hiilsenwechsel“ und die Wiederholung der 
Hiilsenpriifung nach Beendigung der Abbauversuche kann mit 
Sicherheit ausgeschlossen werden, daB Hiilsenfehler in den Ver- 
suchen des Verfassers eine irgendwie nennenswerte (Ausnahme ? 
Hiilse 43, Versuch 15) Rolle spielen. Da trotzdem bei pein- 
lichster Beobachtung gleicher Versuchsbedingungen ein launen- 
haftes Verhalten der Ninhydrinreaktion manchmal festzustellen 
ist, so muB noch ein weiterer, bisher unberiicksichtigter Faktor 








VI. 
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werte des Dialysats. 


in Glykokollwerten (*/,59)- 














Nichtschwangere 




















Differenz Mittelwert FE ate gl | Mittelwert Serum 
ber 3,0 iiber 4,0 40+? | unter 1,0 unter 1,0 
. = n 23 20—2,5 | 0,7 » Of 
2,0 2,8 25-30 | 0,8 0,6—1,0 
ca. 1,7 2,7 2,3—3,0 | unter 1,0 unter 1,0 
1,4 2,2 18—2,5 | 0,8 0,6—1,0 
2,1 28 25—3,0 | 0,7 0,6—0,8 
| 
2.5 3,3 3,0—3,5 | 0,8 0,6—1,0 
0,6—1,2 
1,5 27 2,3—3,0 | 1,2 {0-20 
kleiner als i 17 (0,12 g) | 








den Verlauf der Reaktion beeinflussen. Es ist andererseits 
durch die Versuche 1 bis 17 der Beweis erbracht worden, da8 
alle die Momente, die Abderhalden als Fehlerquellen fiir 
seiner Lehre widersprechende Ergebnisse. verantwortlich macht, 
ohne Bedeutung fiir die Versuche des Verfassers sind, teils, 
weil sie iiberhaupt nicht existieren bzw. dem Nachweis unzu- 
ganglich sind, teils, weil sie nachweislich vermieden wurden. 
Es ist somit der liickenlose Beweis gefiihrt worden, daB es 
weder eine spezifische noch eine auf quantitativen Unterschie- 
den beruhende Schwangerschaftsreaktion gibt, noch geben kann, 
deren Wesen in dem von Abderhalden angenommenen 
Abbaumechanismus besteht. Es ist ferner bewiesen, daB, 
selbst wenn sie bestande, ihr Nachweis erst dann méglich sein 
wiirde, wenn alle die Faktoren, die an der Reaktion beteiligt 
sind, in einer wissenschaftlichen Anforderungen geniigenden 
Weise quantitativ bestimmbar waren. Da diese Wertbestimmung 
jedoch nur in beschrankter Weise bisher in Angriff genommen 
worden ist, so ist diese Bedingung zur Zeit unerfiillt. Wenn 
trotzdem Abderhalden und mit ihm eine groBe Reihe von 
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Forschern vermittels des Dialysierverfahrens in Verbindung mit 
der Ninhydrinreaktion sich von der Existenz einer derartigen 
Reaktion tiberzeugen konnten, so haben sie entweder ihre Ver- 
suche auf Grund der von Abderhalden a priori als bewiesene 
Tatsache angenommenen Hypothese unbewuBt gedeutet oder 
der Reaktion liegt ein anderer Vorgang zugrunde, dessen Nach- 
weis dann andere Methoden erfordert. 

8. Das einzige positive Ergebnis, das diese Untersuchung 
zutage gefordert hat, beruht in der Bestatigung, daB die optische 
Methode, wenn sie nach unerlaBlichen, griindlichen Vorarbeiten 
mit der nétigen Kritik benutzt wird, voraussichtlich die Er- 
kenntnis der im Serum sich abspielenden Fermentprozesse in 
qualitativer und quantitativer Beziehung vertiefen wird. 


Zweiter Teil. 


I. Nachtrag zur Ninhydrinreaktion. 
A. Theoretisches. 


Die Darlegungen iiber das Dialysierverfahren fiihrten zu 
dem SchluB, daB die Methode in der Ausfiihrung Abderhal- 
dens verfehlt ist, weil sie véllig unentschieden la8t, ob man 
qualitative oder quantitative Unterschiede mit dem Verfahren 
nachweist. Die Hoffnung, daB aus den Untersuchungen Ab- 
derhaldens ein brauchbarer Kern sich herausschilen lassen 
wiirde, wenn es gelinge, hier Klarheit zu schaffen, war die 
Veranlassung, einer zufalligen Beobachtung bei Versuchen mit 
Seidenpepton nachzugehen, die in ihren Einzelheiten iiber- 
gangen werden kann und zu dem SchluB fiihrte, daB die Nin- 
hydrinreaktion in positivem wie negativem Sinne durch die 
Gegenwart auGerordentlich kleiner Mengen von Stoffen beein- 
fluBt wird, die zum Teil im Laboratoriumsstaub vorhanden sein 
muBten. Die weitere Feststellung, daB jede der zu verschie- 
densten Zeiten bezogenen und durch verschiedene Fabrikations- 
nummern gekennzeichneten Ninhydrinproben unmittelbar 
nach Herstellung der Lésung Lackmuspapier bereits spur- 
weise rétet*), legte die Annahme nahe, daB der wirksame Be- 
standteil des Staubes in seinem Eisengehalt zu suchen sei und 
die Reaktion, was ohne weiteres verstandlich ist, durch eine 


1) Ewald, Fermentforschung 1, 4, 318. 
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Reduktion des Ninhydrin eingeleitet werden muBte. Neuberg’) 
hat denn auch bereits festgestellt, daB H in statu nascendi das 
Zustandekommen der Reaktion begiinstigt. Die Wirkung des 
Laboratoriumsstaubes erwaihnt auch Abderhalden. Aus der 
von ihm ebenfalls praktisch als berechtigt anerkannten Angabe 
von Deetjen und Frankel’), daB bereits die geringe Léslichkeit 
des Glases geniige, um durch Anderung der Reaktion Stérungen 
der Ninhydrinreaktion herbeizufiihren (deshalb Jenenser Glaser), 
geht hervor, daB die von Halle, Lowenstein und Pfibram®) 
zuerst festgestellte Wirkung der Reaktion des Mediums zwei- 
fellos volle Beriicksichtigung verlangt. Abderhalden gibt 
dann, wie ebenfalls bereits erwahnt wurde, an, daB der Ammo- 
niakgehalt des Serums, namentlich Krebskranker, unter Um- 
standen ausreicht, um die Reaktion in ihrem Verlauf zu be- 
einflussen. Die rote Ninhydrinreaktion bezieht Abderhalden 
auf den Gehalt des Serums an Sauren. Die Beobachtung, daB 
der Lipoidgehalt der Organe die Reaktion stért, veranlaBte 
Preg]*), zur Benutzung entfetteter Organe iiberzugehen. Nied en®) 
erwahnt, daB die Reaktion anders verlief, wenn er anstatt mit 
Wasser seine Reagensgliser mit kleinen Mengen Ather reinigte. 
Nachdem ferner Neuberg’) fiir eine groBe Reihe von Stickstoff 
enthaltenden Substanzen nachgewiesen hat, daB die «-Amino- 
carboxylgruppe fiir den Eintritt der Reaktion nicht erforder- 
lich ist und einzelne dieser Stoffe im Serum sicherlich vor- 
kommen, so kann es keinem Zweifel unterliegen, daB die fiir 
die Anwendung des Ninhydrin von Abderhalden gemachte 
Voraussetzung, die Reaktion werde ausschlieBlich durch die 
Konzentration der c-Aminocarboxylgruppe bedingt, unhaltbar 
ist, und daB auBer der absoluten Konzentration der reaktions- 
fahigen Gruppe auch die Art und Menge einer Reihe weiterer 
Faktoren, wie z. B. der NH,- und Harnstoffgehalt, vor allem 
aber die wahre Reaktion des Mediums in physikalisch-chemi- 
schem Sinne unbedingt beriicksichtigt werden miissen, wenn 
man auf Grund des Schwellenwertes und seines Farbentones 





1) Diese Zeitschr. 56, 500, 193 u. 67, 58, 1914. 
*) Miinch. med. Wochenschr. 1914, 466. 

3) Diese Zeitschr. 55, 357. 

4) Fermentforschung 1, 1, S. 9. 

5) Miirch. med. Wochenschr. 1914, 2200. 
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positive und negative Reaktionen bei konstanter Ninhydrin- 
menge voneinander scheiden will. Aus den Untersuchungen 
von Abderhalden und Lampé’), sowie Abderhalden und 
Schmidt?) geht deutlich hervor, daB man von einem festen 
Schwellenwert der positiven Ninhydrinreaktion nicht sprechen 
kann, sondern daf dieser mit den Versuchsbedingungen 
sich verandert. Eigene Versuche zeigten, daB die blaue bis 
blauviolette Schwellenwertsreaktion von Seidenpepton, Poly- 
peptiden und Aminoséuren in ihrem Farbenton in unberechen- 
barer Weise bereits schwankt, wenn man der Probe vor dem 
Erhitzen chemisch reine Neutralsalze hinzufiigt, ferner, daB der 
Schwellenwert und sein Farbenton durch zugesetzte Spuren von 
H- und OH-Ionen beeinfluBt wird. Besonders auffallig aber 
war der EinfluB, den Spuren metallischen Eisens auszu- 
iiben vermégen, wenn die Reaktion mit chemisch reinem Am- 
moniumcarbonat oder anderen, hydrolytisch leicht dissoziieren- 
den Ammonsalzen vorgenommen wird. Bei Wahl geeigneter, 
aber wegen ihrer Kleinheit auf der analytischen Wage unbe- 
stimmbarer Eisenmengen kann man bei Luftkiihlung nach 
30 Minuten in der Kuppe des Reagensglases eine rote Farbung 
beobachten, die nach oben zu an Intensitaét abnimmt und iiber 
eine gelbliche oder farblose Zwischenzone allmahlich in eine 
gegen die Oberfliche sich immer mehr vertiefende Blaufairbung 
iibergeht. Beim Umschiitteln farbt sich die Lésung im ganzen 
blau. In anderen Versuchen kam es vor, daB entweder schon 
wahrend des Kochens oder wenige Sekunden nach Beendigung 
desselben die Reaktion im Verlaufe weniger Sekunden von 
rétlichgelb oder braun nach blau und farblos umschlug. Man 
hat demnach in ein und derselben Lésung positive und nega- 
tive Reaktion vereinigt. Damit ist denn erwiesen, daB der 
Schwellenwert der Ninhydrinreaktion von der absoluten Kon- 
zentration der reaktionsfahigen N-Gruppe innerhalb einer ge- 
wissen Breite unabhangig ist und da ferner auch der Farben- 
ton der Reaktion zu einer scharfen Unterscheidung positiver 
und negativer Reaktionen an sich nicht geeignet ist. Mit 
Aminosauren, Polypeptiden und Seidenpepton kann man &hn- 


1c. 
5 Le, 
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lich wie in den nachfolgenden Versuchen mit Ammoniumsalzen 
durch sinngem&éBe Anderung der Reaktion analoge Erschei- 
nungen hervorrufen. 

Da nun Abderhalden positive und negative Reaktionen 
nach Farbentiefe und Farbenton abgrenzt und als negativ alle 
Reaktionen bezeichnet, die eine andere als die blaue bis blau- 
violette Farbung aufweisen, diese jedoch durch ganz allmih- 
liche Uberginge mit der blauen Reaktion verbunden sind und 
durch Anderung des H- bzw. OH-Ionengehalts«ineinander sich 
nachtraglich iiberfiihren lassen, so ist klar, daB bei diesen, von 
Abderhalden als negativ bezeichneten Reaktionen entweder 
die gleichen oder unbekannte, dann aber in ihrer Wirkung 
gleiche Faktoren den Verlauf auch seiner Reaktionen bestimmen 
miissen und daB ferner die Mikro-N-Bestimmung und die Nin- 
hydrinreaktion sich in ihren Ergebnissen unméglich durchaus 
decken kénnen. Es unterliegt danach ferner nicht dem ge- 
ringsten Zweifel, daB8 die Ninhydrinreaktion sich aus mehreren 
Einzelreaktionen zusammensetzt. Das geht auch daraus hervor, 
daB man mit Ather, Chloroform, Toluol usw. rétlichbraune und 
gelbrote Kérper, die bei Gegenwart von Eisensalzen neben der 
blauen Verbindung entstehen, im Gegensatz zu der blauen Ver- 
bindung der wasserigen Lésung entziehen kann. 

Diese Feststellungen sind fiir die Beurteilung der Abder- 
haldenschen Reaktion von Bedeutung. Sie beweisen, daB die 
von Abderhalden geiibte Einfiihrung immer neuer Unter- 
suchungsmethoden die Verwirrung immer mehr steigern muB, 
weil jede dieser Methoden andere Ziele verfolgt, die sich mit 
dem jeder anderen nur teilweise decken. Es ist selbstverstind- 
lich ein erheblicher Unterschied, ob das Wesen der spezifischen 
Reaktion in der Bildung eines Peptons, einer Aminosaure, einer 
N-haltigen Substanz oder in einer Konzentrationsanderung tber- 
haupt ohne Riicksicht auf die Natur der Substanz besteht. 
Andererseits erédffnet sich die Méglichkeit, daB den Angaben 
Abderhaldens, wofiir ich aus meinen Versuchen allerdings 
keinen Anhaltspunkt gewinnen konnte, ein Kern richtiger Be- 
obachtung zugrunde liegt, den Abderhalden falsch ge- 
deutet hat, weil er unter dem EinfluB8 der als bewiesen vor- 
ausgesetzten Hypothese die sicher bedeutungsvolle, aber nicht 
allein entscheidende Konzentration der reaktionsfahigen N-Gruppe 
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herausgriff, dagegen die iibrigen, den Reaktionsverlauf bedin- 
genden Faktoren, deren Wirkung um so stirker ausfallen muB, 
je kleiner die absolute Konzentration der reaktionsfihigen N- 
Gruppe im Vergleich zur absoluten Konzentration jener ist, 
nicht erkannt bzw. praktisch vernachlassigt hat. Diese Uber- 
legung zeigt wiederum, daB man es bei der Ninhydrinreaktion 
mit absoluten, und zwar gleichzeitig mit mehreren absoluten 
GréBen zu tun hat, die nach ihrer Art bestimmbar und nach 
ihrer GréBe meBbar sein miissen, wenn die Ninhydrinprobe 
brauchbar sein soll. Man wird dabei sein Augenmerk in erster 
Linie auf die wahre Reaktion des Dialysats und des Ninhy- 
drin selbst bzw. seine Zersetzungsprodukte zu richten haben. 
Die hiermit angeschnittene Frage, ob das Wesen der Abder- 
haldenschen Reaktion vielleicht in dem Konzentrations- 
verhaltnis zweier oder mehrerer dieser Faktoren von abso- 
luter GréBe zu suchen sei, lieBe sich nur beantworten, wenn 
man zuvor den Ablauf der Ninhydrinreaktion und aller Neben- 
reaktionen qualitativ und quantitativ feststellen kénnte, was 
jedoch zur Zeit nicht méglich ist. Man wirde nur zu neuen 
Hypothesen gelangen. 

Auf eine Tatsache jedoch sei noch hingewiesen, die viel- 
leicht fiir die Annahme spricht, daB bei der Ninhydrinreaktion 
ein in der Ninhydrinlésung vorhandener oder wihrend der 
Reaktion sich bildender Korper beteiligt ist. Die Ninhydrin- 
lésung ist bei der Hiilsenpriifung, den Abbauversuchen usw. 
stets im Uberschu8 vorhanden, wovon man sich leicht iiber- 
zeugen kann. Es ist deshalb nicht ohne weiteres verstindlich, 
warum dann die Anwendung einer konzentrierteren Ninhydrin- 
lésung unter sonst gleichen Verhaltnissen zu einer intensiveren 
Reaktion fiihrt. Die einfachste Erklairung ist die Annahme, 
da8 das Ninhydrin durch H,O bereits zersetzt wird, da8 ein 
chemisches Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Reak- 
tionsprodukten entsteht und daB eins der Zersetzungs-(Reduk- 
tions-?) Produkte, dessen Menge mit steigender Ninhydrinmenge 
dann natiirlich ebenfalls steigen muB, als eigentlicher Trager 
der Reaktion anzusprechen ist. 

Fiir die Beurteilung der praktischen, diagnostischen Er- 
folge, die, wie ausfiihrlich begriindet wurde, das ausschlieBliche 
Beweismittel Abderhaldens in Wirklichkeit bilden, sind diese 
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Tatsachen ebenfalls insofern von Wichtigkeit, als durch den 
Nachweis, daGB aus dem Farbenton ein RiickschluB auf die 
Abwesenheit der N-haltigen, reaktionsfihigen Gruppe oder 
auf ihre Konzentration innerhalb einer gewissen, aber nicht 
bestimmbaren Breite unzulissig ist, die mangels einer von 
Abderhalden ausdriicklich abgelehnten Vergleichslésung an 
sich schon dem subjektiven Ermessen vdllig anheimgestellte 
Trennung der positiven und negativen Reaktion in bedenk- 
licher Weise noch weiter an Unsicherheit zunimmt. 

Die nachfolgende Auswahl von Versuchen ist eine Bestatigung 
fiir die Richtigkeit der auf Seite 303 angefiihrten Tatsachen, welche 
die dort erwihnten Autoren gefunden haben, und gibt ein Bild von 
den quantitativen Verhaltnissen. Sie sind als orientierende Ver- 
suche zu bewerten, bei denen der erreichbare Grad von Ge- 
nauigkeit nicht erstrebt wurde. Sie sind an sich verstandlich 
und bediirfen daher keiner weiteren Erliuterung. Das Eisen, 
das aus Bequemlichkeitsgriinden nicht in metallischer Form, 
sondern als Salzverbindung angewendet wurde, wirkt vielleicht 
als Katalysator, indem es abwechselnd als Ferro- und Ferri-Ion 
Reduktions- und Oxydationsvorginge am Triketon beschleunigt. 
Die Ninhydrinlésungen wurden wie bisher, entsprechend der 
Vorschrift Abderhaldens, stets nur in Mengen von 10 ccm 
dargestellt und im Dunklen bewahrt. 

1 com Ammoniumcarbonatlésung enthalt die gleiche Mcnge 
NH,, wie die entsprechende normale Ammoniumbicarbonat- 
lésung (} normal = 17 g NH, in 1000 ccm H,0). In entsprechen- 
der Weise wurden die Eisenlésungen bereitet. Die Konzentra- 
tion der FeCl,-Lésung wurde aus dem Eisen- und Chlorgehalt 
bestimmt. Auch diese Versuche hat Herr Prof. May gréBten- 
teils zu kontrollieren die Freundlichkeit gehabt. 


B. Experimentelles. 


Versuch la. 
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/100 ms : Er- Luft- 
Nr.}(N se © inhydrin 3 Reaktion hitsung | kihlung 

cm | com | ccm | 
1/ 10 | 02 | ad102| gelb+ | 70Sek.| 30 Min. 
2 5,0 | 02 | » 102| gelb++ | 70 » | 80 » 
3 100 | O02 | — (jdunkelgelb +++) 70 » | 30 » 
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Versuch 1b. 
i, | | HO Reaktion = 
we HCO, Basigniure Ninhy drin ° (Erhitzungsdauer 70 Sek.) 
com | ccm | ccm com 
‘ ; M 
1 30 | 80 | 0,2 | ad 10,2 | Nach 30 Min. farblos. 
2 30 | 40 | 0,2 n 102 | » 80 » " 
3 3,0 a0: |. 8s » 10,2 » 80 » * = 
4 3,0 | 6,0 | 0,2 a 10,2 » 80 » “ 1 
5 Bo. | 7,0 0,2 _ n 80 » . 9 
Versuch 2. ; 
my SRE ew | : A) 
a} ®/ 500 | 40 Reaktion 
Nr.|(NH H,),CO, Ferrceelfat |Ninhy‘rin H,0 (Erhitzungs- kihlong p 
ecm ecm com | cem_ | dauer 70 Sek.) 7 
1} 20 20 | 0,2 | ad 10,2 gelb 30 Min. 
2 2,0 1,0 |; 0,2 n 10,2 rétlich gelb 30» 
3 2,0 0,5 0,2 n 10,2 rotlich 30 » 
4 2,0 0,2 0,2 » 10,2 starker rot 80» 
5 2,0 0,5 0,2 » 10,2 | rétlich, heiB mit} 30 » = 
"| ono" 5 Tropfen ®/,o9- 
Ferrosulfat Essigsiure ver- 
setzt: Umschlag vr 
nach blau , 
Versuch 3. 
eee ie ee 5 I pA it Peale RG iP SHER = 
Bl ed 5 
—"s| 22) F2 5-5) 0 : 3 
Nr|* Zi=2|-ei- S| 7 Reaktion (70 Sek. erhitzt) Be 
Zi" BI 8) S| merkungen 4 
| | & 7 | 
ect | cem | com | com | cem 
1 | 2,0 05 3,0 | 0,2 ‘ad 10,2}Im Kochen rot, nach 30 Min. blau Nach 30 Min. = 
2} 2,0 | 8,0 | 0,2 | » 10,2] » ” farblos, » 30 farblos sind 1 und 4 
3 | 2,0 | 0,2 | » 10,2 * gelb, » 80 »  starker gelbj gleich stark 
4120 0,5 0,2 | » 10,2] » ” rot, » 30 »  blau blau gefarbt. Ny 
5 0,5 | 3,0 0,2 | » 10,2] » . farblos, » 30 »  farblos 
6 10,2 | » 10,2] » - ~ » 80 » ~ 
Versuch 4. 7 
g) a2 
8 $3 =5/ no 
Nr aid) Ei 3 | Reaktion (70 Sek. erhitzt) 
Zi o | z 3 
bad Dissa: Saher 4 
cem|cem)cem| ccm 
1] 2,0! 1,0 | 0,2 | ad 10,2 |Gegen Schlu8 des Kochens braunlich; nach 10 Min. ?, nach 
30 Min. farblos. 5 
21 2,0 | 20 | 0,2) » 10,2 Gegen SchluB des Kochens rétlich; nach 10 Min. oben blau, 6 
| in der Kuppe rot, nach 30 Min. umgeschiittelt: blau. 
3 | 2,0 | 3,0 | 0,2 | » 10,2 | Wie Nr. ; 
4 | 2,0 | 4,0 0.2 ' » 10,2 e  % Die Intensitét der Blaufairbung Nr. 2 bis 6 zeigt 
5 1 20 | 5,0 | 0,2 » 10,2 ee 7 minimale Intensitaétsunterschiede. 
6120/80/02) — ise 
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Versuch 5. 
Ta y a es 1a 
e| 83.20 
&-3| e@\o &! H,O ‘ 
Nrjatd |="0 |" Reaktion (70 Sek. Erhitzungsdauer) 
a Z 
eem|cem/cem}| ccm 
1 0,2 | 2,0 | 0,2 | ad 10,2 | Wabhrend des Kochens farblos, nach 30 Min. farblos. = 
2] 0,5 | 2,0 | 0,2 | » 10,2 | Wie Nr. 1. 
3108 | 2,0 | 0,2 | » 10,2 , » 1. 
4] 1,0 2,0 | 0,2 | » 10,2 - a 
51 1,3 | 2,0 | 0,2 | » 10,2 | Bei Beginn der Kiihlung rétlich, nach 30 Min. eben erkenn- 
bar blau. 
64 1,5 2,0 | 0,2 » 10,2 - - * - ” nn 30 » ? 
f: 1,8 } 2,0 0,2 | 9 10,2 ” n ” ” n 80 blau. 
8120/20/02!» 102} » -» " 2 — blau, ef. Ver 
such 4 Nr. 2 
Nr.7 und 8 sind deutlich starker blau gefarbt als Nr. 5 und 6 
Versuch 6. 
Sapte OR an Bi ice acl el. 
10, | ov 
sc| $2 |2°5, H,0 
Nrj awd |= |" 2 Reaktion (70 Sek. Erhitzungsdauer) 
a; =| 
com | ecm | ccm ecm 
1] 2,0 | 4,0 | 0,2 | ad 10,2 Nach Erhitzungsdauer 30 Sek. rétlich, nach 30 Min. blau. 
2] 2,0 | 4,0 | 0,2 | » 10,2 | Wie Nr. 1) Alle 4 Proben zeigen nach 30 Min. Luftkiihlung 
3} 2,0 | 4,0 | 0,2 | » 10,2 » » 1 > gleich starke Blaufarbung, Dieselbe ist bedeu- 
4120140102! » 102 | » » 1) tend starker als in Nr. 7 und 8 des Versuchs 5. 
Versuch 7 (cf. Versuch 9). 
Einflu8 des mit NH, verbundenen Anions. 
| | 
; | 8S|_os 
| hoe | $B\s°5! B0 
Nr] NHC] |i" Reaktion (70 Sek. Erhitzungsdauer) 
Z 
ccm cem|cem! ccm 
l 2,0 4,0 | 0,2 | ad 10,2 | Wahrend des Erhitzens farblos, nach 30 Min. farblos. 
2 2,0 4.0 | 0,2} » 10,2 | Desgl. 
| 
| - | 
(NH,)HCO, 
8 2,0 4,0 | 0,2 | » 10,2 | Wahrend des Erhitzens rétlich, nach 30 Min. typisch blau. 
4 2,0 4,0 | 0,2 | » 10,2 | Desgl. 
*/ 1007 H 
(NH,),00, | 
5 2,0 | 4,0 | 0,2 | » 10,2 | Desgl. 
6 2,0 (4,0 | 0,2 | » 10,2 | Desgl. 
Die Farbentiefe entspricht einer mittelstarken Ninhydrinreaktion: 














3=4>5=—6. 
5 = 6=— Nr. 1 bis 4 des Versuchs 6. 
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Versuch 8. 
Bee pe: ati 
; ‘ge | 33 | oe | eaktion 
Nr. A ae ~= bo 33 a =~ | 4H,0 (70 Sek. Erhitzungs- 
a Zz E | ae 5 | dauer) 
com | com | com | cem | cem | pra 
1] 20 | | 4,0 0,2 | ad 10,2 |Wahrend des Erhitzens ritlich, 
| nach 30 Min. blaulich 
2] 2,0 | 40 | 02 | » 102 desgl. 
8 2,0 40 | 02 | » 10,2 desgl. 
4 2,0 | 4,0 0,2 n 10,2 desgl. 
5 2,0 1,0 40 | 0,2 n 10,2 desgl. 
6 2,0 0 | 40 0,2 » 10,2 desg}. 
1=2>8=—4=5=6 
Versuch Qa. 
~ ee a | a ee 
| Zs Be] Reakti 
sJiss/ 8 eaktion 
Zz E | =o + ow H,0 70 Sek. Erhitzungsdauer) Bemerkungen 
ad Z 
}eem | ccm | ccm J axe 
1] 4,0 1,0 0,2 jad 10,2 | Wahrend des Erhitzens gelblich, - — on 
nach 30 Min. briaunlichgelb — 
2] 4,0 2,0 0,2 |» 10,2 desgl., nach 30 Min. gelb 
3] 4,0 40 | 0,2 |» 10,2 desgl. 
4] 4,0 6,0 0,2 |» 10,2 desgl. 
5} 4,0 10,8°/,o090| 0.2 | » 10,2 desgl. 
6] 4,0 1,0 » 0,2 |» 10,2 desgl. : 
71 4,0 |2,0 » 0,2 |» 10,2 | Wahrend des Erhitzens braunlich, ni ag —— 
nach 30 Min. blauviolett viowttfarbeng. Die 
8] 4,0 4,0 ” 0,2 jn 10,2 desgl. Grenze des Farben- 
9] 4,0 6,0 » | 02] — desgl. umechlags maf rwisch. 
Versuch 9b. 
Aufsuchung der Grenze. 
- a | ae 
8 om | 
| 24 S | be Reaktion 
] a 
Ale ~ am re | H,0 (70 Sek. Erhitzungsdauer) Bemerkungen 
~" Z } 
_fecm| com |ecem| 
1 4,0 0,8 | 0,2 lad 10,2] Wahrend des Erhitzens gelblich, | Bei der Subtilitat der 
| meee nach 30 Min. gelb tay Sli gma 
2] 4,0 1,0 0,2 » 10,2 desgl. treffen, da vollstandige 
| Gleichheit des Farben- 
3140{ 12 |02/» 102 Wahrend des, Kochens io 
4} 4,0 1,4 0,2 |» 10,2] Wahrend des Kochens ?, nach 
30 Min. rétlich, aber mehr violett 
5] 4,0 1,6 0,2 |» 10,2] Wéahrend des Kochens ?, nach 
30 Min. braunlichrot 
6} 4,0 1,8 | 0,2 |» 10,2} Wahrend des Kochens ?, nach 
30 Min. brapnlichviolett 
7] 4,0 2,0 | 0,2 |» 10,2] Wéahrend des Kochens ?, nach 
30 Min. rotviolett 




















Uber Abderhaldens ,,spezifische‘ Abwehrfermente. 811 


as Versuch 9c. 
Die 16 Proben der Versuche 9a und 9b werden nun mit 
je 1 Tropfen "/,,-Essigsiure versetzt und umgeschiittelt. Samt- 
liche gelben Proben farben sich momentan violett, und die 










































































o— violetten Proben nehmen eine blauviolette Farbung an. FeCl, “| 
ich, enthalt Ferrum oxychloratum. 4 
Versuch 10. 
gS S EY, le | 
wel 22 2) P| bt). Reaktion 
as mir l ing | a 2 (70 Sek. Erhitzungsdauer) 
cS | Z 
cem | cem | ccm | cem | 
— 1] 3,0 | 1,0 | 0,2 | ad 10,2 | Wahrend des Erhitzens —, nach 30 Min. 
| | gelb, dazu 2 Tr. ®/,9-Essigsiure violett 
21 38 | 20 | | 0,2 | » 10,2 Wahrend des Erhitzens —, nach 30 Min. 
gen gelb, dazu 2 Tr. */,,-Essigsiure farblos 
3] 3,0 | 3,0 | 0,2 | » 10,2 | Wahrend des Erhitzens ?, nach 30 Min. 
| farblos, dazu 2 Tr. ®/,,-Essigsiure farblos 
_——— 4] 3,0 4,0 0,2 | » 10,2 | Wahrend des Erhitzens rétlich, nach 30 Min. 
sehneien | | | eben violett, dazu 2 Tr. */,,-Essigsaure 
- Gelb- | | | blauviolett 
5] 3,0 | 1,0 0,2 | » 10,2 | Wahrend des Erhitzens gefirbt ?, nach 30 Min. 
| | braunlich, dazu 2Tr.*/,,-Essigsdure farblos t 
6] 3,0 |; 20 | 02 | » 10,2 |—, nach 30 Min. violett wie Nr. 4, mit 
| 2 Tr. */,9-Essigsiure blauviolett 
7 3,0 | 3,0 0,2 | » 10,2 }—, nach 30 Min. starker violett als Nr. 6, 
ittweise mit 2 Tr. "/,,-Essigsiure blauviolett 
Blau- 8] 3,0 | | 4,0 | 0,2 | » 10,2 |—, nach 30 Min. starker violett als Nr. 7, 
aoe | mit 2 Tr. */,)-Essigsiure blauviolett 
zwisch. ‘ fs — der iatenies bleibt das Verhaltnis der Farben- 
. intensitéaten 4—6 < 7< 8 erhalten. 
Ob Fe” anders wirkt als Fe, ist durch diese Versuche nicht zu 
entscheiden. 
——— Ver such 1 2. 
Cy | | te 
wf ¢| +s Nach 30 Min. : 
en f] 35 | 28 | sc Reaktion : Nach | Nach | 2usstz von + 
siam j22i—e] 4H,0 CPascwrnse2 to | oo | dE See 4p 
-] Erhitzungsdauer 70 Sek.) 10 Min. | 30 Min. | -Essig- ie 
a | , } 
———= ccm | cem | com | eaure i 
it der SS => ‘ 
chwer, 1} 40 | 4,0 0,2 | ad 10,2 [Nach ea. 50 Sek. rétlich| blauviol. | | Wanviel. | blauviolett ; 
sndige 2 4,0 3,0 0,2 | » 10,2 »n » 60 » * “ . - 
arben- 3 4,0 2,0 0,2 ” 10.2 ” n 65 » ” ” ” b) 
entiefe 44 4,0 1,0 0,2 » 10,2 » » 85 » ~ ” ganzschw. - ‘i 
: ; braunviol. if 
1 40] 40] 02 | » 102 | » » 500» o ” blavviol. » if 
6] 3,0 4,0 0,2 » 10,2 ~ » 50 » ~ - s . 
7] 2,0 4,0 0,2 | » 10,2 » o» 60 » . “ unverandert : 
8 10) 40 | 02 | » 10,2 * 80 » schw. - farblos farblos ; 
briunlich-rétlich | ; 
9] 4,0 | 4,0 | 0,4 | » 10,2 [Nach ca. 60 Sek. rétlich}  » “blauviol. blauviolett i 
10 4,0 4,0 0,8 » 10,2 ” » B5 » n ” “ r b 
Intensitit der Firbung nach 30 Minuten: 10 >9> “ie == 2 == 8=5 { 
>6>7>4>8. i 
Intensitét der Farbung nach 30 Minuten: Nr.4 +1 Tropfen *,,- : 
Essigsiure = Nr.7 ohne Essigséure; Nr.7 +1 Tropfen Essigsiure unver- i 
iindert. 
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II. Nachtrag zur Organbereitung. 


Nach Abschlu8 meiner experimentellen Untersuchungen’) 
ist eine Mitteilung Abderhaldens®) erschienen, die wiederum 
eine, und zwar einschneidende, Veranderung der Methodik durch 
Einfiihrung vollkommen entfetteter, feuchter Organe und trock- 
ner Organpulver, sowie durch Benutzung der Methoden von 
van Slyke und Hirsch gebracht hat. Zum Zwecke der Ent- 
ettung werden die Organe mit Alkohol, Aceton usw. behandelt 
Uber die Anwendung derartiger eiweiBkoagulierender Agenzien 
schreibt Abderhalden*) noch im April 1914: ,,Hervorgehoben 
sei noch, daB die Substrate mit keinen Desinfizienzien 
— Alkohol, Sublimat, Lysol usw. — in Beriihrung ge- 
kommen sein diirfen. Diese Agenzien verandern die Eiweib- 
stoffe immer mehr oder weniger und machen sie fiir Fermente 
schwer oder ganz unangreifbar.“ Bereits am 5. XI. 1914 emp- 
fiehlt Abderhalden®) hingegen die entfetteten Organe: ,,Die 
letzteren sind schon seit ca. einem Jahre in Gebrauch und 
haben gute Resultate ergeben.“ Das von seiten Abder- 
haldens unwidersprochen gebliebene Eingestandnis 
Paquins‘), daB die bis dahin benutzten Organe die 
Eigenschaften nicht durchaus besitzen, die sie besitzen 
miissen, fiihrt bei ihrer Anwendung unweigerlich zu 
den Konsequenzen, die den leitenden Gesichtspunkt 
meiner bisherigen Darlegungen bilden. Sind anderer- 
seits die Untersuchungsergebnisse richtig, die mit den 
nach dem neuen Verfahren dargestellten Organen ge- 
wonnen wurden, so ist die von Abderhalden gegebene 
Erklarung fir die friiheren MiBerfolge unrichtig und 
1aBt nur den SchluB zu, daB in diesen Fallen ein Ab- 
bau vermiBt wurde, obwohl er gemaB der Abderhalden- 
schen Lehre hatte eintreten miissen. Ein AnlaB, Abder 
halden auf diesem neuen Wege weiter zu folgen, besteht fiir 
mich auch jetzt nicht. Denn, ist die Lehre Abderhaldens 
richtig, so muB der Beweis eventuell bei Anwendung beliebig 
groBer Serum- und Organmengen sich allein mit der Biuret- 
reaktion fiihren lassen, sobald Abderhalden ein sinngemaBes, 


1) cf. Anm. 8S. 1. *) Fermentforschung 1, 1, 20. 
*) Abwebrfermente, 4. Aufl., 8.247. *) Fermentforschung 1, 1, 59. 
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objektives, quantitatives Verfahren zur Bestimmung der Hiilsen- 
durchlassigkeit anwendet. Machen dagegen nur quantitative 
Unterschiede das Wesen seiner Reaktion aus, so sind zuniachst 
alle diejenigen Forderungen zu erfiillen, die als unerlaBlich 
durch den bisherigen Gang der Untersuchung begriindet wurden. 
Da aber weiter die einzelnen Untefsuchungsmethoden, mit denen 
Abderhalden gleichzeitig dieselben Resultate wie mit der 
interferometrischen Methode erhalten zu haben angibt, ihrem 
Wesen nach ganz verschiedene Ziele verfolgen und in ihren 
Ergebnissen sich nur streckenweise decken kénnen, wenn die 
Versuchsbedingungen andere sind als beim interferometrischen 
Verfahren, so miissen ausnahmslos diejenigen Bedingungen auch 
erfiillt sein, welche die Anwendung der interferometrischen Me- 
thode’) verlangt. Da indessen Hirsch selbst ausdriicklich an- 
gibt, daB die Darstellungsweise der Placenta, die Abderhalden 
auf andere Organe angewendet hat, sich auf andere Organe 
nicht iibertragen lasse, sondern daB jedes Organ eine andere 
Zubereitung erfordere, ihre Bewertung aber, wie Hirschs Me- 
thode der ,,Standardisierung“ von Placenta zeigt, wiederum die 
Anwendung der nachweislich ungeniigend aufgeklirten und 
demnach zuvor erst noch aufzuklirenden Ninhydrinreaktion 
voraussetzt, so erscheint es, ganz abgesehen davon, daf die 
interferometrische Methode ein ganz anderes Ziel verfolgt als 
dasjenige ist, das den Wesenskern der Abderhaldenschen 
Lehre urspriinglich bildete, vollstandig aussichtslos, auf diesem 
Wege zu einer weiteren Erkenntnis zu gelangen. Abderhaldens 
Beweisfiihrung bewegt sich nach wie vor in demselben Kreise. 
Er setzt das Beweisziel als bewiesene Tatsache voraus und 
kehrt vermittels neuer, daraus sich ableitender Hilfshypothesen 
zu seinem Ausgangspunkt naturgemaB zuriick. 

Fiir die Beurteilung der praktischen Erfolge*) als Beweis 
fiir die Richtigkeit der Abderhaldenschen Lehre ist damit 
zugleich ein weiterer, fester Standpunkt gewonnen. Die ,,schein- 
bar“ nicht spezifischen Reaktionen, die Tatsache, daB Krebs 
von Schwangerenserum und Placenta von Krebsserum abgebaut 
wird, was ja in Abderhaldens Forderungen der Organpriifung 
deutlich zum Ausdruck kommt, ferner die im Einzelfall ob- 


nes 1) Fermentforschung ait, 38. 
*) of. §. 71. 
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jektiv niemals zu begriindende Deutung der farblosen, gelben, 
roten usw. Ninhydrinproben als negative Reaktionen bedeuten, 
um nur das Wichtigste anzufiihren, ebensoviele Ausnahmen (bzw. 
unverwertbare Fille) von der Regel, daB Theorie und Praxis 
Hand in Hand gingen. Nimmt man hinzu, daB die Richtung, 
die der Versuch einzuschlagen hat, im Gegensatz zu einer che- 
mischen Analyse von vornherein eng umgrenzt und daher be- 
kannt sein muB, daB richtige Ergebnisse zum Teil erst ,nach- 
traglich“?*) erzielt und auBerdem zahlreiche Mittel (z. B. Organ-, 
Serummenge, Versuchsdauer usw.) aufgedeckt wurden, die den 
Ausfall bzw. die Deutung der Versuche in unkontrollierbarer 
Weise und, worauf nochmals ganz ausdriicklich hingewiesen sei, 
auch bei aufrichtigstem Streben nach Objektivitaét unbeabsich- 
tigt, weil unerkannt, beeinflussen kénnen, so wird man diesem, 
auch durchaus nicht als zutreffend anerkannten Argument 
keinerlei Bedeutung beimessen und nach Aufdeckung der eigent- 
lichen Fehlerquelle verstehen kénnen, warum Abderhaldens 
Lehre begeisterte Aufnahme und entschiedenste Ablehnung 
gleichzeitig gefunden hat. 

Es sei daher zum SchluB noch besonders hervorgehoben, 
daB auch der Verfasser die Lehre Abderhaldens urspriinglich 
fiir durchaus begriindet hielt, bis Unstimmigkeiten, die im Ver- 
such sich alsbald ergaben, die Untersuchung in eine Richtung 
drangten, die der erwarteten diametral entgegengesetzt verlief. 
Den objektiven Beweis fiir die Richtigkeit dieser Behauptung 
bildet die gegebene Darstellung der Abderhaldenschen Lehre 
selbst. Denn es bedarf wohl keiner weiteren Begriindung, da8 
die ebenso miihselige wie unbefriedigende Durchfiihrung dieser 
Untersuchung unterblieben ware, wenn das Ergebnis der kriti- 
schen Behandlung der Lehre Abderhaldens, die ich als ersten 
Abschnitt lediglich im Interesse einer klareren Darstellung dem 
experimentellen Teil vorangestellt habe, in seinen letzten Zu- 
sammenhangen vor Inangriffnahme des experimentellen Teils 
volistandig klar erkannt worden wire. 

Herrn Prof. May, der meine Arbeit durch Rat und Tat 
in jeder nur denkbaren Weise férderte, bitte ich, auch an dieser 
Stelle meinen wairmsten Dank entgegennehmen zu wollen. 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1918, 2775. 
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Ubersicht. 
Erster Teil . . . . . . S. 211—302 
Kinleitung ...... pee TERRE 


Den Brennpunkt der Abderhaldenschen Lehre von den 
spezifischen Abwehrfermenten bildet die bestrittene, ,,spezifische“ 
Schwangerschaftsreaktion, deren Spezifizitat an den positiven 
Beweis gekniipft ist, daB die mit ihrer Existenz unvereinbaren 
Ausnahmen Versuchsfehler und nur ,,scheinbar“ nicht spezifische, 
in Wirklichkeit aber spezifische Reaktionen darstellen. Abder- 
haldens Versuche, welche die Spezifizitaét dieser ,,scheinbar“ 
nicht spezifischen Reaktionen beweisen sollen, setzen die Spezi- 
fizitit der Schwangerschaftsreaktion als bewiesene Tatsache 
voraus. Die spezifische Schwangerschaftsreaktion ist eine 
Hypothese. Abderhaldens Lehre und Methodik bilden eine 
untrennbare Einheit. Wurde letztere folgerichtig entwickelt, so 
miissen sich die Folgerungen, die sich ergeben, wenn man 
Abderhaldens Hypothese als richtig voraussetzt, im Versuche 
verwirklichen lassen. Experimentelle Fassung des Problems: 
Das spezifische Schwangerschaftsferment baut das spezifische 
Substrat der Placenta iiber ein kolloidales Zwischenstadium zu 
Polypeptiden und Aminosiuren ab“. Von den verschiedenen, 
zur Charakterisierung der Spaltprodukte dienenden Methoden 
kommen nur das Dialysierverfahren in Verbindung mit Biuret- 
reaktion und Ninhydrinprobe und die optische Methode in Be- 
tracht, die gleichzeitig angewandt werden miissen. 


I. Das Dyalisierverfahren. 
A. Kritik des Verfahrens ....... S. 217—235 
Die Biuretreaktion ist eine qualitative Reaktion auf Polypep- 
tide, die Ninhydrinprobe u. a. ein Reagens auf die relative oder 
absolute Konzentration der «-Aminocarboxylgruppe S. 217—-219 
Trotz dieser Unterschiede in der Anwendungsart und im 
Geltungsbereich beider Reaktionen hat Abderhalden die 
Biuretreaktion durch die Ninhydrinprobe vollwertig ersetzt, was 
nur unter bestimmten, hypothetischen Voraussetzungen zulassig 
ist. Daraus ergeben sich innere Widerspriiche und die hypo- 
thetische Grundlage des Dialysierverfahrens . . . S. 219—222 
Die Behauptung Abderhaldens, da8 beide Reaktionen 
in ihren Ergebnissen sich decken, ist unbewiesen, weil die 
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Biuretreaktion, nach Abderhalden als Schichtprobe ausgefiihrt, 
in ihrer Deutung unsicher ist. Den sicheren Boden experimentell 
bewiesener Tatsachen hat Abderhalden mit der Einfiihrung 
des Dialysierverfahrens bereits verlassen . . . . 8. 222—225 

SchluBfolgerungen hinsichtlich Methodik und Abbaumecha- 
nismus bei gleichzeitiger Anwendung der Biuretreaktion und 
Ninhydrinprobe. . .. . ee « « « 8 2256—227 

Das im Prinzip und in pes teclinbechete Deikdthome ver- 
fehlte Verfahren der Hiilsenpriifung Abderhaldens 8S. 227—230 

Widerspriiche der speziellen Methodik mit den Forderungen, 
die sich aus den Gesetzen der Fermentlehre und den von 
Abderhalden u. a. experimentell festgestellten Tatsachen er- 
geben... . . . « «8. 230—231 

Erklarung: pre enenyom hat die Sperifizitat der Abwehr- 
fermente als bewiesene Tatsache a priori vorausgesetzt . S.232 

Direkter Beweis dafiir: Das ,,spezifische Abwehrferment gegen 
Bestandteile der roten Blutkérperchen® . . . . . . . 8. 233 

Das experimentell gesicherte Tatsachenmaterial. Aus der 
Kritik sich ergebende Gesichtspunkte fiir die Technik des 
Dialysierverfahrens, welches in abgeanderter Form beizubehalten 


ist und gepriifte Organe erfordert. . . . . . . 8. 234—235 
B. Spezielle Methodik des Dialysier- 

verfahrens . . . EE eRe 
Allgemeine Gesichtapankte fee RS = ke ee 
1. Die Biuretreaktion . . . co. wee 


2. Die Ninhydrinreaktion (S. 235—242) stellt eine, an einem 
beliebigen Punkt ihres Verlaufs abgebrochene Reaktion dar. 
Technisches. Die Nichtberiicksichtigung der Reaktion des 


Mediums in physikalisch-chemischem Sinne . . . 8. 235—238 
Die quantitative Ninhydrinreaktion . . . . 8S. 238—242 
3. Die Sulfosalicylsiureprobe ......... 8.243 


4. Die Hiilsen, ihre Aichung, Reksadiong und Kontrolle. 
Die Grundidee des Dialysierverfahrens beruht, vom Standpunkt 
der Physik und Chemie der Kolloide aus betrachtet, auf Hypo- 


thesen ... ae a 2 + « « « S. 243—246 
5. Das Senin. Giciiions ‘aaa aaa a Kon- 
aes «5 - se ca 


Sislieltenine Die Unentbehrlichkeit des Keddoeivaeashe, 
inaktiviertes Serum +- Organ. Die Unsicherheit des Ver- 
as 6a ee ss PPS es oe 
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6. Die Organe. Vergebliche Versuche, Placenta von aus- 
kochbaren, mit Ninhydrin reagierenden, dialysablen Substanzen 
»absolut“ zu befreien. Die Darstellung der Placenta durch 
Lampé, ihre Priifung in Abderhaldens Institut S. 247—249 

Zuverlassigkeitspriifung der von Abderhalden und Lampé 
als verwendbar anerkannten Placenta II, Eierstockskrebs, Pla- 
centa I sowie der iibrigen Substrate nach Vorschrift der ,,Ab- 
wehrfermente“, Auflage 3 und 4. Widerspriiche in Abder- 


haldens Vorschriften . . . -.... . 8 249—259 
Zur Technik der Cughubsveteng bame 5 ite! A BBO 
Die fir die Auswahl der Organe sniigtbendnt Gesichts- 
Ne ES IER ESE RO eee 
Organmenge .. . er 
7. Priifung der a ual Blutgehalt i ak Se eee 


8. Kontrollen. Die optische Kontrolle des inaktivierten 
Serums. Doppelbestimmungen. Der ,, Hiilsenwechsel* S.260—262 


II. Die optische Methode. . . S. 262—-269 
A. Theoretisches .......... . 8 262—268 
1. Der Polarisationsapparat. ........ . 8.262 
2. Beherrschung der Technik. ........ 8.263 


3. Die Peptone. Thre unzulangliche Charakterisierung. Die 
verschiedenen Ursachen der scniegocstlicn: und ihre unzu- 
reichende Erkliarung. . . . « « . S. 2683—267 

Nachweis der Seciniendubte ah van Slyke S. 267—268 

Die optische Methode verdankt ihre Anwendung der a priori 
als richtig vorausgesetzten Hypothese von der Spezifizitat der 
Schwangerschaftsreaktion . . . . y © pe 

B. Zur Technik der aatinahen Methode . . 8. 269 


III. Abbauversuche . . 8. 269—290 

A. Dialysierverfahren . S. 269—282 

B. Optische Methode : . S. 282—290 

IV. Diskussion der Versuche und ihr Ergebnis S. 291—302 
Zweiter Teil . . 8. 302—315 

I. Nachtrag zur Ninhydrinreaktion . . 8S. 302—312 

A. Theoretisches . . 8. 302—307 

B. Experimentelles . ~ . « « « 8. 307—312 

II. aan: zur ciate . « « . 8. 313—315 








Gewinnung von Phytase aus Malz. 


Von 
Ludwig Adler. 


{Aus dem Laboratorium zur Férderung des Braugewerbes an der 
Kgl. Akademie Weihenstephan.) 


(Eingegangen am 9. April 1916.) 


Die Anwesenheit von Phytase im Malz wurde vom Ver- 
fasser bereits vor Jahren nachgewiesen. Schon in der Arbeit*) 
» Uber organisch und anorganisch gebundene Phosphorsiure im 
Bier und ihre Beziehung zu Gerste und Malz“ konnten wir 
zeigen, daB im Malz Enzyme vorhanden sind, die organische 
Phosphatverbindungen in ihre Komponenten zu zerlegen ver- 
moégen. Da damals gleichzeitig die Anwesenheit von Phytin 
in Gerste und Malz bemerkt wurde, worauf auch schon K. Geys*) 
aufmerksam machte, und dieses Phytin nur bei Extraktionen 
mit enzymtétenden Mitteln gewonnen werden konnte, lag die 
Vermutung nahe, da unter jenen Enzymen die Phytase eine 
Rolle spielt. Durch eine spitere Untersuchung*) ,,Uber die 
Phosphatasen im Malz“ fanden wir unsere Ansicht vollauf be- 
stitigt. Es zeigte sich namlich, daB ein frisch bereiteter Malz- 
auszug imstande ist, bei Einhaltung entsprechender Bedingungen 
aus Phytin anorganische Phosphate in betrachtlicher Menge 
abzuspalten. Damit war das Vorhandensein von Phytase im 
Malz erwiesen. 

Vorliegende Arbeit stellte sich nun die Aufgabe, aus dem 


’) L. Adler, Zeitschr. f. d. ges. Brauwes. 35, 181, 1912. 

*) K, Geys, Beitrage zur chemischen Kenntnis der Gerstenspelzen. 
Dissertation, Miinchen 1910. 

8) L. Adler, diese Zeitschr. 70, 1, 1915. 
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Malz die Phytase zu isolieren. Die Wege, die wir zur Er- 
reichung unseres Zieles einschlagen konnten, waren gréBten- 
teils vorgezeigt durch die grundlegenden Studien C. J. Lintners’ 
iiber die Diastase und ihre Reindarstellung. Es bieten sich) 
hauptsachlich zwei Mdglichkeiten, um wirksame Enzyme aus 
Malzausziigen zu gewinnen: erstens eine Fallung mit starkem 
Alkohol und zweitens die Anwendung eines geeigneten Salzes, 
wodurch die Enzyme niedergeschlagen werden. Beide Methoden 
wurden von uns angewendet; mit welchem Erfolg, werden wir 
im folgenden kennen lernen. Im einzelnen hielten wir uns 
ziemlich genau an die Angaben C. J. Lintners, die sich mit 
kleinen Anderungen auch fiir unsere Zwecke, bei denen es sich 
ja nicht um die Darstellung von Diastase, sondern vielmehr 
von Phytase handelte, sehr gut bewahrten. 

Schon U. Suzuki, K. Joshimura und M. Takaishi ?) 
behaupten, Phytase aus Reiskleie rein dargestellt zu haben. 
Abgesehen davon, daB ihre Arbeitsweise aus der Beschreibung 
nicht vollkommen klar ersichtlich wird, lauft ihre Methode 
letzten Endes gleichfalls auf eine Ausscheidung der Enzyme 
durch Alkohol hinaus. 


Methode zur Bestimmung von anorganischer Phosphorsaure 
bei Anwesenheit von Phytin. 

Bevor wir unsere Untersuchung in Angriff nahmen, muBten 
wir uns eine Methode zurechtlegen, die es ermdglicht, anorga- 
nische Phosphate neben Phytin zu ermitteln. Schon bei unserer 
letzten, oben erwahnten, Arbeit hatten wir uns mit der Lésung 
dieser Frage beschaftigt. Dort kam es uns in erster Linie nur 
darauf an, vergleichbare Resultate zu erzielen, wahrend wir 
jetzt einer vollkommen zuverlassigen Methode bediirfen, um 
durch die quantitative Bestimmung der aus dem Phytin ent- 
standenen anorganischen Phosphate ein Urteil iiber die Starke 
der enzymatischen Kraft des jeweiligen phytasehaltigen Prapa- 
rates gewinnen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden Studien 


1) C. J. Lintner, Journ. f. prakt. Chem. Neue Folge. $4, 378; 
36, 481, 1886/87. Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 9, 474, 1886; 11, 77, 1888; 
25, 365, 1902. 

2) DU. Suzuki, K. Joshimura und M. Takaishi, Bull. of the 
Coll. of Agric. Tokyo 7, 504, 1907. 
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durchgefiihrt einerseits iiber die zur gianzlichen Abscheidung 
der anorganischen Phosphorsiure mittels Molybdanlésung not- 
wendigen Temperaturen, andererseits tiber die Zersetzlichkeit 
des Phytins durch Sauren in einer Konzentration, wie sie bei 
der Bestimmung der Phosphorséure nach N. v. Lorenz’) in 
der Lésung vorhanden sein mu. Diese Methode legten wir 
auch hier allen Untersuchungen zugrunde. 

Wir bereiteten uns eine entsprechend verdiinnte Phosphat- 
lésung aus reinstem sek. Kaliumphosphat, pipettierten davon 
je 30 ccm in Bechergliser, setzten dazu je 20 ccm der nach 
v. Lorenz bereiteten Salpeter-Schwefelsiurelésung und fillten 
mit der vorschriftsmaBigen Ammoniummolybdatlésung unter 
wechselnden Bedingungen die Phosphorsaure aus. Die Filtration, 
das Trocknen und Wagen der erhaltenen Niederschlige wurde 
genau nach den Angaben von v. Lorenz durchgefiihrt. Die 
unten angefiihrten Untersuchungsergebnisse stellen die Mittel- 
werte aus je zwei Analysen ver. 

a) Die Phosphatlosung bis zum Erscheinen der ersten 
Kochblase erhitzt und dann mit der Molybdanlosung versetzt. 

Dabei ergab sich 19,81 mg P,O,. 

b) Die Phosphatlésung auf 50° erwirmt und dann mit 
der Molybdanlosung versetzt. 

Dabei ergab sich 19,80 mg P,O,. 

c) Die Phosphatlésung auf 50° erwirmt und dann mit 
der auf 50° vorgewirmten Molybdinlésung versetzt. 

Dabei ergab sich 19,88 mg P,O,. 

d) Die Phosphatlésung bei Zimmertemperatur mit der 
Molybdanlésung versetzt. 

Dabei ergab sich 19,63 mg P,0O,. 

Durch diese Versuche zeigte sich, da8 ein Erhitzen der zu 
untersuchenden Phosphatlésung auf Kochtemperatur vor der 
Fallung mit dem Molybdanreagens nicht unbedingt ndétig ist. 
Schon ein vorheriges Anwairmen auf 50° tut die gleichen Dienste. 
Selbst in der Kalte scheint die Phosphatabscheidung fast voll- 
kommen zu sein, d. h. es fallt ein gleich zusammengesetzter 
Niederschlag in fast der gleichen Menge aus wie bei der nach 
Vorschrift zuvor erhitzten Lésung. Als ein kleiner Ubelstand 


1) N. v. Lorenz, Landwirtschaftl. Versuchsstat. 55, 183, 1901. 
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machte sich nur der Umstand bemerkbar, daf bei den Fallungen, 
die bei 50° bzw. bei Zimmertemperatur durchgefiihrt wurden, 
sich etwas mehr Niederschlag an die Glaswandungen der Becher- 
gliser anlegte als bei den aufgekochten Proben. Doch lieB 
sich durch Gummiwischer der Niederschlag leicht wieder ablésen. 


Uber den EinfluB8 des Lorenzschen Sauregemisches auf 
Phytin fihrten wir folgende Untersuchungen aus. Zu diesen 
und allen spiteren Analysen kam das gleiche kaufliche Phytin 
zur Anwendung. Es war dies ein Praparat, das uns die Ge- 
sellschaft fiir chemische Industrie in Basel liebenswiirdigerweise 
zur Verfiigung gestellt hatte. 

Dieses Phytin lieferte bei der Veraschung 39,47°/, an Ge- 
samtphosphorsiure. 

Wir versetzten nun mehrere Proben von je 0,2 g unseres 
Phytins mit je 20 ccm der schwefelsiurehaltigen Salpetersdiure 
und gaben dazu je 30 com Wasser, wie fiir die Lorenzbestim- 
mung vorgeschrieben ist. Diese Saurelésung lieBen wir ver- 
schiedene Zeiten lang und bei verschiedenen Temperaturen auf 
das Phytin einwirken. Die Mittelwerte aus den gewonnenen 
Ergebnissen sind hier zusammengestellt. 

a) Die Phytinlésung auf 50° erwirmt und dann mit der 
Moclybdanlésung versetzt. 

Dabei ergab sich 3,26 mg P,O, = 4,13°/, fallbare P,O, 
auf Gesamtphosphorsaure berechnet. 

b) Die Phytinlésung 3 Tage bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, dann auf 50° erwarmt und mit der Molybdanlésung 
versetzt. 

Dabei ergab sich 3,20 mg P,O, = 4,17°/, fallbare P,O, 
auf Gesamtphosphorsaure berechnet. 

c) Die Phytinlésung 1*/, Stunden auf 50° erwairmt und 
dann mit der Molybdanlésung versetzt. 

Dabei ergab sich 3,42 mg P,O, = 4,33°/, fillbare P,O, 
auf Gesamtphosphorsiure berechnet. 


d) Die Phytinlésung auf 50° erwairmt und dann mit der 
Molybdanlésung versetzt, die auf 50° vorgewairmt war. 

Dabei ergab sich 3,34 mg P,O, = 4,23°), fallbare P,O, 
auf Gesamtphosphorséure berechnet. 
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e) Die Phytinlésung bis zum Erscheinen der ersten Koch- 
blase erhitzt und dann mit der Molybdanlosung versetzt. 

Dabei ergab sich 3,74 mg P,O, = 4,74°/, fallbare P,O, 
auf Gesamtphosphorsiure berechnet. 

f) Die Phytinlésung 1*/, Stunden zum Kochen erhitzt (102°) 
und dann mit der Molybdanlésung versetzt. 

Dabei ergab sich 8,90 mg P,O, = 11,28°), fallbare P,O, 
auf Gesamtphosphorsiure berechnet. 

Man ersieht aus den Versuchen (a bis d), daB das Lorenz- 
sche Séuregemisch das Phytin weder bei dreitagigem Einwirken 
in der Kilte, noch bei 11/,-stiindigem Erwirmen auf 50° an- 
zugreifen vermag. Die kleinen Schwankungen obiger Werte 
liegen innerhalb der Grenze der unvermeidlichen Versuchsfehler. 
So ergab sich bei vier gleichartigen Analysen, die wie Versuch a 
durchgefiihrt wurden, ein groéBter Unterschied zwischen den 
erhaltenen Werten von 0,19°/, fallbare Phosphorsiiure auf Ge- 
samtphosphorsaéure berechnet. 

Aus Versuch e kénnen wir erkennen, daB schon ein ganz 
kurzes Erhitzen der sauren Phytinlésung zersetzend wirkt. 
Hier kann nicht eingewendet werden, daB8 durch die bei der 
Fallung mit Molybdanlésung vorhandene héhere Temperatur, 
wie sie auch urspriinglich von v. Lorenz verlangt wird, eine 
vollstandigere Abscheidung der anorganischen Phosphate und 
dadurch eine Vermehrung des Wertes fir fallbare Phosphor- 
siure stattgefunden hat; denn wie die vorherigen Untersuchungen 
mit reiner Phosphatlésung erwiesen haben, wird schon bei 50° 
alle anorganische Phosphorsaure quantitativ mit Molybdanlésung 
ausgefallt. DaB wirklich sich beim Erhitzen auf 100° schon 
eine deutliche Spaltung des Phytins bemerkbar macht, offen- 
bart sich des weiteren aus Versuch f. Durch die Kochdauer 
von 1*/, Stunden wurde die durch Molybdanlésung fallbare 
Phosphorséure bereits um den doppelten Wert des urspriing- 
lichen Betrages erhéht. Bei der Bestimmung der anorganischen 
Phosphorsaéure neben Phytin diirfen deshalb Temperaturen iiber 
50° nicht angewendet werden. 


SchlieBlich wollten wir noch den EinfiuB untersuchen, den 
die Anwesenheit von Phytin auf die Fallung der anorganischen 


Phosphate ausiibt und dabei beobachten, ob etwa das Phytin 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 22 
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anorganische Phosphate zuriickzuhalten vermag. Zu diesem 
Zweck versetzten wir eine Auflésung von 0,1 g Phytin in 20 cem 
Salpetersiure mit 30 ccm obiger reiner Kaliumphosphatlésung. 
Wir fallten dann bei 50° mit der Molybdanlésung. 


Dabei ergab sich ....... . » « » 21,39 mg P,O.. 
Wie vorher gezeigt, stammen aus dem Phytin selbst 1,63 ,, fall- 
bare P,O,. 


Demnach treffen auf die 30 ccm Phosphatlésung 19,76 mg P,0O,. 
Die Analyse lieferte fiir die 30 com Phosphat- 

lésung allein . . . . s ae aR we BD.,. 

Wir finden also eine gisele  Ubeseinstinmneng der beiden 
Werte. Durch das Phytin wurde auch nicht eine Spur des 
zugesetzten Phosphates zuriickgehalten. Andererseits kann auch 
kein Phytin durch den entstandenen Niederschlag mit nieder- 
gerissen worden sein, wenigstens nicht in einer solchen Menge, 
daB sie bei der Wagung ins Gewicht gefallen ware. 

Da Wo. Heubner’) die Behauptung aufstellt, daB be- 
sonders groBe Mengen an Phytin die Fallung der anorganischen 
Phosphorséure stéren kénnen, fihrten wir eine Analyse mit 
0,5 g Phytin durch, das wir in der entsprechenden Menge 
Salpeter-Schwefelséure und Wasser zu einem Gesamtvolumen 
von 50 ccm lésten. In dieser Fliissigkeit befindet sich bei einem 
aiuBerst kleinen Gehalt an anorganischer Phosphorsaure eine 
bedeutende Menge von Phytin. Die Fallung wurde bei 50° 
mit der Molybdanlésung vorgenommen. 

Dabei ergab sich 8,20 mg P,O, = 4,16°/, fallbare P,O, 
auf Gesamtphosphorsaure berechnet. 

Bei der gleichen Versuchsanordnung nur unter Verwendung 
von 0,1 g Phytin ergab sich 1,69 mg P,O, = 4,28°/, fallbare 
P,O, auf Gesamtphosphorséure berechnet. 

Selbst durch die Anwesenheit von so groBen Mengen Phytin 
wurde nach obiger Arbeitsweise die Bestimmung der anorga- 
nischen Phosphorséure keineswegs beeintrichtigt. Wir wollen 
dahingestellt sein lassen, ob ein Vorhandensein von noch mehr 
Phytin bei der Analyse hindernd wirken kann; fiir unsere und 
wohl auch fiir die meisten anderen Fille kommt eine solche 
Moéglichkeit kaum in Betracht und braucht deshalb hier nicht 


1) Wo. Heubner, diese Zeitschr. 64, 401, 1914. 
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beriicksichtigt zu werden. Jedenfalls haben wir kennen gelernt, 
da8 sowohl bei Gegenwart von viel anorganischer Phosphor- 
sdure neben wenig Phytin als auch umgekehrt bei Anwesenheit 
von viel Phytin neben wenig anorganischer Phosphorsiure unsere 
Methode einwandfreie Werte liefert. 

Auf Grund dieser Versuche steht uns nun eine einfache 
und genaue Methode zur Bestimmung von anorganischer 
Phosphorséure bei Anwesenheit von Phytin zur Ver- 
fiigung: Man verdiinnt 2 Teile der von v. Lorenz vorgeschrie- 
benen Salpeter-Schwefelsiuremischung mit 3 Teilen Wasser. 
Mit dieser verdiinnten Saure lést man die zu analysierende 
Substanz zu einem Gesamtvolumen von 50 ccm auf. Dann 
erwarmt man auf 50° und fallt mit der Ammoniummolybdin- 
lésung. Sobald sich der entstandene Niederschlag vollkommen 
abgesetzt hat, was oft schon nach wenigen Stunden der Fall 
ist, kann man filtrieren. Die weitere Behandlung geschieht 
genau nach den Angaben von v, Lorenz. 

Da nach dieser Arbeitsweise, wie durch obige Analysen 
bewiesen wurde, nur die anorganische Phosphorsaéure zur Wagung 
gebracht wird, wahrend das gleichzeitig vorhandene Phytin 
nicht im geringsten angegriffen wird, ergibt sich von selbst die 
Tatsache, daB der aus unserem kiuflichen Phytin nach der 
angefiihrten Methode mit Molybdanlésung fallbare Teil nur 
anorganische Phosphorsdure sein kann, die von vornherein dem 
Phytin beigemengt war, Auch kann die zersetzende Wirkung 
von Séuren auf Phytin entgegen der Ansicht vieler Forscher 
keineswegs als sehr stark bezeichnet werden, eine Vermutung, 
die wir schon anlaBlich unserer friiheren Untersuchungen aus- 
gesprochen haben. 


Gewinnung von Phytase. 
I. Durch Fallung mit Alkohol. 


Zur Extraktion gelangte ein Griinmalz, wie es in Brennereien 
benutzt wird. Die verwendete kleinkérnige Gerste enthielt viel 
Protein. Aus diesen Gersten werden bekanntlich meist die 
enzymreichsten Malze gewonnen. Das Wachstum der Gerste 
wurde auf 14 Tage ausgedehnt, um die Enzyme mdglichst voll- 
kommen zur Entwicklung zu bringen. Das fertige Griinmalz 
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zerkleinerte man griindlichst in einer besonderen Griinmalz- 
quetschmiihle. Von dem so vorbereiteten feuchten Griinmaiz 
wurden 700g unter standigem mechanischem Riihren 7 Stunden 
lang bei Zimmertemperatur mit 2,51 25°/,igem Alkohol extra- 
hiert. Darauf trennte man die festen Teile durch Auspressen 
von der Filiissigkeit. Diese filtrierte man noch iiber mehrere 
Faltenfilter, um sie von der aufgeschlemmten Starke zu _be- 
freien. Die Filtration dauerte allerdings etwa 14 Stunden; 
doch trat dabei durch den Alkoholgehalt kein Verderben der 
Lésung ein. Wir erhielten so ungefaihr 1900 ccm Filiissigkeit. 

Zur Ausfaillung der Enzyme setzten wir nun das 3*/,fache 
Volumen an 96°/,igem Alkohol hinzu und lieBen in hohen 
Standzylindern den entstandenen flockigen Niederschlag sich 
gut absetzen, was in etwa 3 Stunden der Fall war. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit wurde abgehebert und der Niederschlag 
auf einem glatten Filter gesammelt. Die Filtration ging gut 
vonstatten und war in wenigen Stunden beendet. Der breiige 
Riickstand wurde nun vom Filter genommen, in einer Reib- 
schale mit absolutem Alkohol verrieben und neuerdings filtriert. 
Eine wesentliche Beschleunigung des Verfahrens konnte dadurch 
erzielt werden, dafS man zwecks Erniedrigung der hohen Vis- 
cositét des Alkohols Ather zusetzte. Die Fliissigkeit lieB sich 
dadurch in wenigen Sekunden durch Absaugen auf einer Nutsche 
vollkommen vom Niederschlag trennen. Das Verreiben des 
Riickstandes mit einem Gemisch von gleichen Teilen absolutem 
Alkohol und Ather verbunden mit einem kriftigen Absaugen 
und Auspressen auf der Nutsche wurde noch 2 mal wiederholt. 
Endlich wurde der Niederschlag noch ebenso oft in gleicher 
Vveise nur mit Ather behandelt. Die so gereinigte und von 
Feuchtigkeit befreite Substanz lie’ man 3 Tage iiber konzen- 
trierter Schwefelsdure im Vakuum in einer flachen Glasschale 
noch vollkommen trocknen und breitete sie dann kurze Zeit 
an der Luft aus. Es wurden nach dieser Arbeitsweise etwa 
6 g lufttrockene Substanz gewonnen. 

In Aussehen und Verhalten entsprach das vorliegende 
Pulver genau der von C. J. Lintner’) beschriebenen Diestase, 
die ja auf fast gleiche Art erhalten worden war. Es gab in 
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alkoholischer Lésung mit Guajac-Harz und Wasserstoffsuperoxyd 
eine starke Blaufairbung, die nicht eintrat, wenn die Substanz 
gekocht oder mit Salzsiure versetzt wurde. Nach langerem 
Stehen (4 Wochen) trat auffallenderweise die Guajac-Harz- 
Reaktion nur noch in wesentlich schwaicherem MaBe ein. Viel- 
leicht verliert die Diastase iiberhaupt bei langerer Lagerung die 
Fahigkeit, mit dem Harz die Blaufirbung zu liefern, ohne daB 
aber dabei auch die diastatische Kraft wesentlich beeintrachtigt 
ware. Dies kann mit ein Grund sein, warum verschiedene von 
uns gepriifte Handelsprodukte von Diastasen, wie z. B. das sicher 
aus Malz hergestellte Diastase-Maltin von der Firma C. A. F. Kahl- 
baum (Berlin), trotz ihrer kraftigen diastatischen Wirkung mit 
Guajac-Harz keine Reaktion zeigten. 


1. Versuchsreihe. 


Unser nach obiger Methode gewonnenes Priparat lieBen 
wir nun auf Phytin einwirken. Daneben gelangte auch das 
kaufliche Diastase-Maltin zur Verwendung, um zu studieren, ob 
etwa ein Phytin spaltendes Enzym darin vorhanden ist. Zu 
diesem Zweck wurden je 0,2 g Phytin in 4 tarierte Becher- 
gliser genau abgewogen. Dazu wurden 30 ccm Wasser gegeben. 
Ein kleiner Teil des Phytins blieb dabei ungelést. Diese 
Lésungen wiesen, wie ein Parallelversuch ergab, eine Wasser- 
stoffionenkonzentration von py. = 4,16 auf. Aus unserer friiheren 
Arbeit*) wissen wir, da fiir die Tatigkeit der Malzphosphatasen, 
worunter wir ja auch, wenn nicht sogar hauptsichlich, die Phy- 
tase rechnen miissen, diese Wasserstoffionenkonzentration keines- 
wegs giinstig ist. Als Optimumswert fanden wir damals eine 
Wasserstoffionenkonzentration von py.== 5,4. Wir setzten des- 
halb obigen Phytinlésungen je 1,2 ccm einer "/,-Natronlauge 
hinzu. Dadurch trat allerdings eine kleine Tribung und eine 
schwache Ausfallung des Phytins ein. 

Von unserem Phytasepulver verrieben wir 0,45 g in einer 
Reibschale mit wenig Wasser und ergiinzten das Volumen dann 
auf 90 ccm. Der gréBte Teil ging dabei in Lésung. Die Fliissig- 
keit wies eine Wasserstoffionenkonzentration von py-= 7,11 auf, 
war also praktisch vollkommen neutral. Von dieser Lésung 
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pipettierten wir je 30 ccm zu zwei der vorbereiteten Phytin- 
proben, die sich in den Becherglisern befanden. Die eine Probe 
wurde sofort erhitzt und 10 Minuten bei Kochtemperatur be- 
lassen. Ebenso verfuhren wir auch mit dem Diastase-Maltin, 
von dem wir 0,45 g unter gleichen VorsichtsmaBregeln mit 
90 com Wasser versetzten. Auch hier trat keine vollkommene 
Losung ein. Je 30 ccm dieser Fliissigkeit gaben wir den noch 
iibrigen beiden Phytinproben hinzu. Zwecks Enzymvernichtung 
wurde der eine Versuch 10 Minuten zum Sieden gebracht. Dann 
wurden alle vier Bechergliser mit einem Uhrglas bedeckt und 
in ein Wasserbad von 56° gestellt, da wir diese Temperatur 
friiher als die der besten Wirksamkeit fiir die organische Phos- 
phatkomplexe spaltenden Enzyme kennen gelernt hatten. Man 
lieB die Einwirkung bei der angegebenen Temperatur 6 Stunden 
vor sich gehen, wobei man Ofters mit Glasstabchen umriihrte. 
Die beiden enzymkraftigen, noch nicht erhitzten Proben wurden 
jetzt gleichfalls 10 Minuten lang aufgekocht. Nach dem Ab- 
kiihlen setzte man iiberall 2,0 cem %/,-Salzsiure hinzu und er- 
ginzte durch Aufwiegen mit Wasser die Flissigkeitsmenge in 
den Bechern auf je 100g. Dabei muBte auf das Gewicht der 
vorher zugegebenen festen Substanzen (Phytin, Enzyme, Natron- 
lauge, Salzsdure) Riicksicht genommen werden. Durch den Zusatz 
der Salzséure entstand in den Enzymversuchen eine Wasserstoff- 
ionenkonzentration von py = 2,96 bzw. 2,87, so daB die damit 
verfolgte Absicht, das Phytin und besonders die urspriinglichen 
und etwa neu entstandenen anorganischen Erdalkaliphosphate 
vollstiindig in Lésung zu bringen, sicherlich erreicht wurde, 
Von den filtrierten Proben wurden je 75 ccm abpipettiert. 
Darin fallten wir nach unserer schon des ofteren angewendeten 
Methode die anorganischen Phosphate, indem wir Ammoniak 
und Magnesiamixtur in der Kialte zusetzten. Natiirlich fiel 
dadurch auch ein groBer Teil des Phytins mit aus. Dabei 
zeigte sich, da die urspriinglich nicht abgekochte, enzym- 
kraftige Probe, die unser Phytasepraiparat enthielt, als einzige 
mit Ammoniak allein schon einen deutlichen Niederschlag bildete, 
der sich nach Zugabe der Magnesiamixtur noch stark vermehrte. 
Auch war dieser Niederschlag im Verhiltnis zu dem aus den 
anderen drei Proben wesentlich reichlicher, er setzte sich rascher 
und vollstandiger ab und hatte bei weitem keine so schleimige 
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Beschaffenheit. Nach 14 Stunden wurden die Niederschlage 
fil.riert, mit verdiinnter Ammoniaklésung ausgewaschen und 
mit der im Verhaltnis von 2:3 verdiinnten Salpeter-Schwefel- 
sduremischung in der Kalte zu einem Volumen von je 50 ccm 
vom Filter gelést. Durch Fallung bei 50° bestimmte man dann 
die Menge der vorhandenen anorganischen Phosphate. 


a) Maltinversuch. 
Die enzymkraftige 
Probe lieferte . . 2,61mg P,O, —3,48mg P,O, fiir 0,2 g Phytin. 
Die enzymvernich- 
tete Probe lieferte 2,67mg P,O, 3,56 mg P,O, fiir 0,2g Phytin. 


Demnach durchPhy- 
tasewirkung ent- 
standen .... — ~ 





b) Phytaseversuch. 
Die enzymkraftige 
Probe lieferte . 29,85mgP,0,—39,80mgP,0, fiir0,2 g Phytin. 
Die enzymvernich- 
tete Probelieferte 10,68mgP,0, —14,24mgP,0, fiir0,2 g Phytin. 


Demnach durch 
Phytasewirkung 
entstanden . . . 19,17mgP,0,—24,56mgP,0, fiir0,2g Phytin. 

Durch unsere Phytase sind also 36,20°/, des Phytins ge- 
spalten worden. 

Bei dieser und jeder folgenden Berechnung wurde beriick- 
sichtigt, daB das verwendete Phytin, wie oben gezeigt, 4,17°/, 
anorganische Phosphorsiure enthielt, so daB nicht die 39,47°/, 
Gesamtphosphorsiiure des Phytins, sondern nur die 35,30°/, 
wirkliche Phytinphosphorséure (organisch gebunden) in Betracht 
zu ziehen sind. 

Das Maltin enthielt keine Phytase. Die kleine Abnahme 
der Phosphatwerte beim enzymkraftigen Versuch beruht natiir- 
lich auf unvermeidlichen Versuchsfehlern. 

Durch Messung stellten wir fest, daB wahrend des 6stiindigen 
Einwirkungsprozesses der Enzyme auf das Phytin beim Maltin- 
bzw. beim Phytaseversuch eine Wasserstoffionenkonzentration 
von py = 6,45 bzw. 6,34 geherrscht hatte. Wir waren also vom 
Punkt der besten Wirksamkeit hier ziemlich weit entfernt ge- 
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2. Versuchsreihe. 


Wir glaubten durch Verbesserung der Versuchsbedingungen 
noch eine weitergehende Spaltung des Phytins bewirken zu 
kénnen. Zu diesem Zweck fiihrten wir folgende Studien durch. 
Zu 5 Proben von je 0,2 g Phytin setzten wir 30 ccom Wasser und 
gaben dazu je 0,6 ccm ®/,-Natronlauge. Von unserem Phytase- 
praparat lésten wir 0,9 g in 135 ccm Wasser nach tiichtigem 
Verreiben in einem Morser. Von dieser Fliissigkeit pipettierte man 
2mal je 30 ccm in Becherglaser ab und verdiinnte noch mit je 
30ccm Wasser. Die eine von diesen beiden Proben wurde sofort 
abgekocht, um die Enzymkrafte zu zerstéren. AuBerdem gab man 
je 30 ccm der gleichen Phytaselésung zu zwei der vorbereiteten 
Phytinproben. Vom Maltin verwendete man 1,0 g, die mit 75 ccm 
Wasser versetzt wurden. Je 30 ccm dieser Lésung pipettierte 
man ebenfalls zu zwei Phytinproben. Sowohl vom Phytase- wie 
vom Maltinversuch wurde zwecks Enzymvernichtung je eine 
Probe sofort zum Sieden erhitzt. Die noch iibrigbleibende 
Phytinlésung wurde nur mit 30 com Wasser versetzt. 

Alle Versuche, auch die enzymvernichteten (abgekochten), 
wurden nun 10 Stunden lang bedeckt in einem Wasserbad auf 
56° erwirmt. Dabei riihrte man 6fters durch. Nach Ablauf 
der angegebenen Zeit wurden die noch nicht gekochten Proben 
ebenfalls zum Sieden gebracht. Dann kiihlte man ab, setzte 
iiberall 1,0 ccm %/,-Salzsiure hinzu und erganzte durch Auf- 
wiegen mit Wasser die Fliissigkeitsmenge der einzelnen Ver- 
suche auf je 100g. In je 75 ccm der Filtrate wurde wie vorher 
die Fallung mit Ammoniak und Magnesiamixtur vorgenommen. 
Auch hier unterschied sich unter den phytinhaltigen Proben der 
enzymkraftige Versuch, der mit unserer Phytase angestellt war, 
wesentlich von den iibrigen, indem schon mit Ammoniak allein 
ein Niederschlag auftrat. Die mit Magnesiamixtur erhaltene 
Ausscheidung war entsprechend unserer friiheren Wahrnehmung, 
die wir bei der 1. Versuchsreihe machten, reichlicher, weniger 
schleimig und setzte sich besser zu Boden. Dadurch offenbarte 
sich der gréBere Gehalt an anorganischen Phosphaten und die 
Abwesenheit von nennenswerten Mengen Phytin. Die weitere 
Behandlung der Niederschlige geschah wie vorher. 
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a) Phytin allein. 
Das Phytin allein 


lieferte . . . 2,28mgP,0,=— 3,04mgP, 0, fir 0,2 g Phytin. 
b) Phytase allein. 

Die enzymkraftige 

Probe lieferte . 9,69mgP,0,—12,92mgP,0, fiir 0,2 g Phytase. 

Die enzymvernich- 


tete Probelieferte 9,66mgP,O, = 12,88 mg P,O, fiir 0,2 g Phytase. 


Demnach durch 





Phytasewirkung 
entstanden 
c) Maltinversuch. 
Die enzymkraftige 
Probe lieferte . 2,76mgP,0,— 3,69mgP,O, fiir 0,2g Phytin. 
Die enzymvernich- 


tete Probelieferte 2,73mgP,0,— 3,64mgP,0, fiir 0,2 g Phytin. 


Demnach durch 
Phytasewirkung 
entstanden .. — — 





d) Phytaseversuch. 
Die enzymkraftige 
Probe lieferte , 44,10mgP,0, —58,80mgP,0, fiir 0,2 g Phytin. 
Die enzymvernich- 
tete Probe lieferte 12,90 mg P,O, —17,20mgP,0, fiir 0,2g Phytin. 


Demnach durch 
Phytasewirkung 
entstanden . . 31,20mgP,0;—41,60mgP,0, fiir 0,2 g Phytin. 
Durch unsere Phytase sind also 58,92°/, des Phytins ge- 
spalten worden. 





Neben der langeren Einwirkungsdauer und der gréBeren 
Enzymmenge, die hier 0,2 statt 0,15 g wie bei der 1. Versuchs- 
reihe betrug, hat sicherlich auch die giinstigere Wasserstoffionen- 
konzentration eine Rolle gespielt. Es ergab sich bei der Mes- 
sung, daB wahrend der Einwirkung der Phytase in der Lésung 
eine Konzentration an Wasserstoffionen von py == 5,51 vor- 
handen war. Wir hatten dadurch nun fast vollstandig den ge- 
wiinschten Optimumswert erreicht. Durch diese Umstiande 
konnten wir die Phytasewirkung um mehr als die Halfte des 
bei der 1. Versuchsanordnung erhaltenen Betrages steigern. 

Unser Phytasepraparat enthalt ziemlich viel anorganische 
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Phosphorsiure (etwa 6,5°/,); jedoch finden sich darin keine 
organischen Phosphatkomplexe, wenigstens keine solchen, die 
durch das eigene Enzym zerlegt werden kénnen, so da8 unbe- 
dingt die ganze Zunahme an anorganischer Phosphorséure beim 
enzymkraftigen Phytaseversuch gegeniiber der entsprechenden 
enzymvernichteten Probe auf eine Phytinspaltung durch die 
Phytase zuriickgefiihrt werden muB. 

Die Phytinlésung allein lieferte bei der Analyse hier einen 
nur um eine Spur geringeren Betrag an anorganischer Phosphor- 
sure, wie bei der friiheren direkten Fallung, wo wir 3,20 mg P,O, 
fiir 0,2 g Phytin erhielten. Dieser Umstand findet keineswegs 
seinen Grund in der teilweisen Neutralisierung der Séiure, worin 
man fiir das Phytin eine gegen Zersetzung schiitzende Wirkung 
erblicken kénnte, sondern die Schuld wird wohl der umstind- 
licheren Fallung mit Ammoniak und Magnesiamixtur zuzu- 
schreiben sein, wodurch sich kleine Verluste oft nicht ver- 
meiden lassen. Die Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
der mit der ,angegebenen Menge Alkali versetzten Phytin- 
lésungen liefette einen Wert von py. = 5,43. 

Erwahnt sei auch die etwas auffallende Tatsache, daB die 
Summe der einzeln ermittelten Werte fiir anorganische Phosphor- 
siure von Phytin (selbst wenn man den friher erhaltenen 
héheren Wert zugrunde legt) und der zugesetzten Phytase, 
wobei sich 15,94 mg ergibt, um einen kleinen Betrag 
gegen den entsprechenden Wert der enzymvernichteten Phy- 
taseprobe zuriickbleibt. Dies beruht vielleicht darauf, dab 
schon wahrend der kurzen Zeit, die bis zum Erhitzen der ver- 
mischten Lésungen naturnotwendig verstreichen muB, eine ge- 
ringe Enzymtitigkeit vor sich gegangen ist. Dadurch wiirde 
sich der Wert fiir durch Phytasewirkung entstandene anorgani- 
sche Phosphorsiure beim Phytaseversuch noch etwas erhéhen. 

Die Diasiase-Maltin hat auch hier trotz der giinstigeren 
Bedingungen und der verwendeten doppelten Menge (0,4 g) 
keine Phytasewirkung auszuiiben vermocht. 

Die Starke der Phytasetétigkeit kommt natiirlich noch 
keineswegs an diejenigen Wirkungen heran, die wir bei der 
diastatischen Kraft gewohnt sind. Wir muBten gleiche Gewichts- 
mengen von Phytin und Phytase unter geeigneten Verhaltnissen 
aufeinander einwirken lassen, um nur eine Spaltung von wenig 
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mehr als der Hilfte des Phytins zu erzielen. Doch ist zu be- 
ricksichtigen, da8 unsere Substanz nur eine Rohphytase genannt 
werden kann. Die Hauptmenge bestand aus Proteinkérpern ; 
daneben enthielt sie viel Asche, besonders Phosphorsaure. Von 
Enzymen wurden noch peptische und diastatische nachgewiesen. 

Ein Urteil tiber den jeweiligen Grad der Phytinspaltung 
kann man auch dadurch gewinnen, daB man die Filtrate der 
Molybdanfallungen mit Ammoniak und Magnesiamixtur versetzt. 
Das nicht angegriffene Phytin fallt auf diese Weise in groSen 
weiBen Flocken aus, die sich zu Boden setzen. Sowohl bei der 
ersten wie besonders bei der zweiten Versuchsreihe war der so 
erhaltene Niederschlag bei den enzymkraftigen Phytaseversuchen 
wesentlich geringer als bei den enzymvernichteten Phytasever- 
suchen und den beiden Maltinproben. 


II. Durch Aussalzen mit Ammoniumsulfat. 


Wir verwendeten auch zu dieser Gewinnungsmethode das 
gleiche, auBerst fein zerkleinerte Brennereigriinmalz, von dem 
wir 2,5 kg mit 41 Wasser unter standigem Rihren 6 Stunden 
lang bei Zimmertemperatur extrahierten. Durch Auspressen 
und Filtrieren der so gewonnenen Filiissigkeit tiber mehrere 
Faltenfilter konnte ein klarer Extrakt erhalten werden. Da 
die Filtration itiber 14 Stunden beanspruchte, arbeiteten wir in 
der Kilte bei etwa 6°. Ohne diese VorsichtsmaBregel lat 
sich eine Bakterienentwicklung nicht verhindern. Wir erhielten 
so 3,21 eines braunlich gefirbten Extraktes, dessen Gehalt 
5,9° Balling betrug. Einen kleinen Teil dieser Lésung suchten 
wir nach der von C. J. Lintner angegebenen Vorschrift (I. c.) 
durch Ausfrierenlassen des Wassers zu konzentrieren. Zu diesem 
Zweck gaben wir die Fliissigkeit in einen diinnwandigen Blech- 
topf und stellten ihn in eine auf — 6° abgekiihlte Salzlauge, 
wie sie uns in der Brauerei zur Verfiigung stand. Unter krif- 
tigem Riihren lieB sich die Bildung von zahlreichen losen 
Krystallen erzielen, die den ganzen Extrakt durchsetzten. Durch 
Filtration iiber ein engmaschiges Drahtnetz entfernte man die 
Eiskrystalle. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. 
Auf diese Weise erhielten wir eine Lésung mit einer Konzen- 
tration von 9,4° Balling, wobei wir allerdings auch ziemliche 
Verluste mit in den Kauf nehmen muften. 
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Wir sahen deshalb fiir die Hauptmenge unseres Griinmalz- 
extraktes von einer Konzentrierung nach dem Ausfrierverfahren 
ab und setzten ohne weiteres gereinigtes krystallisiertes 
Ammoniumsulfat hinzu. Natiirlich verbrauchte man hier infolge 
des groBen Fliissigkeitsvolumens eine wesentlich gréBere Menge 
an Salz, da man fiir 100 ccm Extrakt mit mindestens 65 g 
Ammoniumsulfat rechnen mu8. Um eine méglichst gesattigte 
Lésung zu erzielen, gaben wir so viel Salz zu, bis nichts mehr 
davon in Lésung ging. Es entstand ein reichlicher gelber 
Niederschlag, der selbst nach einigen Stunden keine Anstalten 
traf, sich abzusetzen. Doch zeigte er eine schéne Bruchbildung 
(Flocken). Wider Erwarten lieB sich der Niederschlag auf der 
Nutsche leicht absaugen, so dab ein ziemlich trockener Riick- 
stand erhalten wurde. Auch die Filtration tiber glatte Filter 
ging gut von statten, wozu allerdings ein dreifacher Zeitaufwand 
notig war. Als vorteilhaft wurde empfunden, daB der Extrakt 
durch den hohen Salzgehalt vor einem Verderben geschiitzt 
wird. Selbst nach vier Tagen zeigte sich weder eine Bakterien- 
triibung noch eine Saurebildung. Der durch Ausfrieren kon- 
zentrierte Teil des Extraktes wurde ebenfalls mit Ammonium- 
sulfat gesittigt. Der entstandene Niederschlag lieB sich nur 
schwer absaugen und wurde deshalb filtriert. Alle durch Aus- 
salzen gewonnenen Riickstaénde wurden nun vereinigt. 

Den gréBten Teil davon verrieb.man mit ganz wenig Wasser 
zu einem dicken Brei und gab ihn in einen Dialysator. Wir 
lieBen vorsichtshalber die Dialyse bei niederer Temperatur (6°) 
vor sich gehen. Je linger man dialysiert, um so groBer werden 
die. Verluste, indem durch das Wegwandern des Salzes die aus- 
gefallten Enzyme sich wieder auflésen kénnen und bei der 
folgenden Filtration verloren gehen. Engt man aber, ohne zu 
filtrieren, den gesamten Dialysierriickstand tiber konzentrierter 
Schwefelsiure ein, so dauert dies einerseits iibermaBig lange, 
und andererseits laBt sich dabei eine bedeutende Wieder- 
anreicherung des Ammoniumsulfats nicht vermeiden. Auch 
zeigte es sich, daB Spuren der Enzyme die Membran durch- 
wandern kénnen; denn das Dialysat farbte sich gelb und gab 
mit Guajac-Harz eine deutliche Blaufarbung. Die Dialyse 
bringt demnach unvermeidliche, sehr groBe Verluste mit sich, 
die um so gréBer werden, je weiter die Entfernung des Salzes 
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getrieben werden soll. Wir unterbrachen nach 5 Stunden die 
Dialyse. Der ziemlich diinnfliissig gewordene Diealysierriickstand 
wurde iiber ein glattes Filter filtriert, was sehr viel Zeit in 
Anspruch nahm. Ein Absaugen war vollkommen unméglich. 
Der vom Filter entfernte breiige Riickstand wurde auf einige 
flache Glasschalen ausgebreitet und iber konzentrierter Schwefel- 
siure im Vakuumexsiccator getrocknet. Nach 24 Stunden war 
die Masse schwer knetbar; nach 48 Stunden war sie staub- 
trocken. Da das so erhaltene braune Pulver zahlreiche mit 
freiem Auge unterscheidbare Ammoniumsulfatkrystalle enthielt, 
die sich besonders an der Oberfliche angesammelt hatten, wurde 
durch inniges Verreiben eine gleichmaBige Mischung herbei- 
gefiihrt. Dann lie8 man noch kurze Zeit das Praparat an der 
freien Luft liegen. Es zeigte gegen Lackmus neutrale Reaktion 
und enthielt nur Spuren von Phosphaten. Mit Guajac-Harz ging 
es eine starke Reaktion ein. 

Der nicht dialysierte kleinere Teil des mit Ammonium- 
sulfat aus dem Extrakt ausgesalzenen Niederschlags wurde in 
einer gesittigten Ammoniumsulfatlosung aufgeschlemmt und auf 
ein Filter gegeben. Der Riickstand wurde dann mit einem 
Gemisch von 1 Teil Alkohol und 1 Teil Ather in einer Reib- 
schale verrieben und auf einer Nutsche abgesaugt. Das Ab- 
saugen war in wenigen Sekunden beendet. Mit dem Alkohol- 
aithergemisch wurde griindlich nachgewaschen. Endlich wurde 
der Niederschlag noch mit Ather allein in einer Reibschale 
behandelt, neuerdings abgesaugt, mit Ather ausgewaschen und 
in einer offenen Schale an der Luft stehen gelassen. Nach 
zwei Tagen war jeder Athergeruch verschwunden. Wir er- 
hielten so ein staubtrockenes, lockeres, gelbliches Pulver von 
neutraler Reaktion. Von Phosphaten konnten nur Spuren nach- 
gewiesen werden. Die Guajac-Harz-Reaktion war deutlich, aber 
nicht so stark wie bei obigem iiber konzentrierter Schwefelsiure 
getrocknetem Priparat. Die Trocknung des ausgesalzenen 
Enzymniederschlages mit Alkoholither, wie wir sie hier durch- 
fiihrten, hat den groBen Vorzug der einfacheren und schnelleren 
Arbeitsweise. Da jedoch das Ammoniumsulfat in Alkohol un- 
léslich ist, so enthielt unsere Substanz natiirlich viel von diesem 
Salz, das man aber makroskopisch nicht unterscheiden konnte. 
Die Masse schien gleichartig. 
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Um das Vorhandensein von Phytase und die Starke der 
enzymatischen Kraft zu beobachten, fiihrten wir mit beiden 
Praparaten ahnliche Versuche durch, wie wir sie vorher mit der 
durch Alkohol gefiallten Phytase angestellt hatten. Zu 4 Proben 
von je 0,2 g Phytin, die in Becherglisern mit 30 ccm Wasser 
und 0,5 ccm ®/,-Natronlauge versetzt worden waren, gaben wir 
0,4 g der Enzyme. Zu diesem Zweck léste man je 1,2 g der 
Pulver in je 90 com Wasser auf, wobei man durch Verreiben 
im Morser eine innige Verteilung der Substanzen bewerkstelligte. 
Zu den Versuchen verwendete man je 30 ccm der betreffenden 
Enzymlésung. Je zwei Phytinproben wurden mit der gleichen 
Enzymlosung versetzt. In je einem der gleichartigen Versuche 
zerstorte man durch sofortiges 10 Min. langes Abkochen die 
Enzymkrafte vollstandig. Alle vier Proben erwirmte man dann 
unter 6fterem Durchriihren sieben Stunden lang auf 56°. Darauf 
wurden auch noch die beiden enzymkraftigen Versuche ab- 
gekocht. Nach dem Abkiihlen und der Zugabe von 0,8 ccm ®/,- 
Salzsiure zu allen Bechern wurde durch Aufwiegen die Wasser- 
menge der Versuche auf 100 g erganzt. Im Filtrat fallte man 
in je 75 ccm die anorganischen Phosphate durch Ammoniak 
und Magnesiamixtur aus. Beide urspriinglich nicht gekochten, 
enzymkraftigen Versuche zeigten hier noch deutlicher die schon 
bei den friiheren Enzymversuchen bemerkten Unterschiede 
gegeniiber den enzymvernichteten Proben: die Bildung eines 
starken Niederschlags mit Ammoniak allein, das schnellere und 
volistandigere Absetzen des Magnesiamixturniederschlags und das 
krystallinische Aussehen desselben. Das Auflésen der Riick- 
stande vom Filter mit unserer verdiinnten Salpeter-Schwefel- 
siure und die Fallung bei 50° mit der Molybdanlésung geschah 
wie vorher angegeben. 


a) Mit Alkoholather getrocknete Phytase. 

Die enzymkraftige 

Probe lieferte . . 39,04mgP,0, = 52,06 mgP,O, fiir 0,2 g Phytin. 
Die enzymvernich- 

tete Probe lieferte 3,67mgP,0,— 4,90mgP,0, fiir0,2g Phytin. 
Demnach_ durch 

Phytasewirkung 

entstanden . . 35,37mgP,0,—47,16mgP,0, fiir0,2g Phytin. 
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Durch diese Phytase sind also 66,80°), des Phytins ge- 
spalten worden. 


b) Uber konzentrierter Schwefelsaure getrocknete 


Phytase. 
Die enzymkraftige 
Probe lieferte . 41,74mgP,0, 55,66 mg P,O, fiir0,2g Phytin. 
Die enzymvernich- 
teteProbelieferte 3,85mgP,0,=— 5,14mg P,O, fiir0,2g Phytin. 


Demnach durch 
Phytasewirkung 
entstanden . . 37,89mg P,O, 50,52 mg P,O, fiir 0,2 g Phytin. 

Durch diese Phytase sind also 71,58°/, des Phytins ge- 
spalten worden. 

Durch diese Versuchsreihe hat sich erwiesen, daB es auch 
nach der Aussalzmethode mit Ammoniumsulfat gelingt, ein stark 
phytasehaltiges Praparat zu gewinnen. Ein entscheidendes 
Urteil hier abgeben zu wollen iiber die Starke der Enzymkrifte 
der nach den verschiedenen Verfahren erhaltenen Phytasen auf 
Grund des Grades der eingetretenen Phytinspaltung erscheint 
gewagt schon in Anbetracht der wechselnden Versuchsbedingungen 
und der verschiedenen Reinheit der vorliegenden Praparate. 
Wie erwahnt, muB besonders bei der mit Alkoholather getrock- 
neten Substanz mit einem sehr hohen Aschegehalt gerechnet 
werden, wodurch die Zahl, welche die auf die Gewichtseinheit be- 
rechnete Enzymstirke des Phytasepulvers ausdriicken soll, ver- 
kleinert wird. Wir verwendeten hier deshalb die gegen friiher 
doppelt so groBe Menge von je 0,4 g der Enzyme zu unseren 
Versuchen. Die Wasserstoffionenkonzentration betrug wahrend 
der enzymatischen Reaktionsprozesse p,.— 5,49 bei den mit 
Alkoholaither getrockneten bzw. 5,41 bei den iiber Schwefel- 
siure getrockneten Proben; sie lag also in allernachster Nahe 
des Optimumpunktes. Bemerkenswert bleibt jedenfalls die Tat- 
sache, daB es uns bei dieser Versuchsanordnung gelang, etwa 
drei Viertel des angewandten Phytins zu spalten. 

Noch deutlicher als bei den Versuchen, die mit der durch 
Alkohol ausgeschiedenen Phytase angestellt worden waren, 
konnte man hier den hohen Grad der stattgefundenen Phytin- 
spaltung ersehen aus einer Behandlung der Molybdanfiltrate 
mit Ammoniak und Magnesiamixtur. Wahrend namlich bei den 
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enzymvernichteten Proben dadurch ein sehr starker Niederschlag 
(Phytin) auftrat, konnte bei den enzymkriftigen Proben iiber- 
haupt keine Ausscheidung erzielt werden. Dadurch offenbart 
sich die weitgegangene Zersetzung des Phytins, das hier nur 
noch in so kleinen Mengen vorhanden sein kann, daB es in der 
verdiinnten Lésung mit Ammoniak und Magnesiamixtur nicht 
mehr niedergeschlagen werden kann. 

Ob es uns méglich sein wird, durch Reinigung unserer 
Rohphytasen noch wirksamere Produkte zu gewinnen, miissen 
erst weitere Untersuchungen zeigen. Vor allem soll es unsere 
Aufgabe sein, die diastatischen und die anderen enzymatischen 
Krifte von der Rohphytase zu trennen, um einem eingehenderen 
Studium iiber Art, Verhalten und Wirkungsbedingungen der 
Phytase nihertreten zu konnen. DaB die phytinspaltenden 
Krafte mit einer diastatischen Wirkung nicht unldslich ver- 
bunden sind, ergibt sich schon aus obigen Versuchen mit 
Diastase-Maltin. 


Zusammenfassung. 


Ein auBerst einfaches und vollkommen einwandfreies Ver- 
fahren zur Bestimmung der anorganischen Phosphate bei An- 
wesenheit von Phytin auf Grund der Lorenz-Methode konnte 
angegeben werden. 

Die Arbeitsmethoden, die seinerzeit C. J. Lintner zur Dar- 
stellung von Diastasepriparaten vorgeschlagen hat, lassen sich 
vorteilhaft auch zur Gewinnung von Phytase aus Malz ver- 
wenden. Sowohl durch eine Fiallung mit Alkohol wie durch 
Aussalzen der Griinmalzextrakte mit Ammoniumsulfat gelingt 
es, nach entsprechender Weiterbehandlung Rohphytase als 
trockenes Pulver zu erhalten. Das so gewonnene Produkt ist 
noch keineswegs rein und besitzt auch andere Enzymkrifte. 

Es gliickte uns, bei der optimalen Wasserstoffionenkon- 
zentration und der Temperatur der besten Wirksamkeit durch 
unsere Phytase etwa 72°/, des angewandten Phytins zu zer- 
legen. 








Uber die gegenseitige Beeinflussung zweier 
verschiedener Hefen. 
Von 
Hans Euler. 

Nach Versuchen von H. Gert und Erik Léwenhamn, 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Hingegangen am 13. April 1916.) 

Mit 3 Figuren im Text. 


Die alkoholische Garung der Kulturhefen findet bekannt- 
lich unter der Vermittlung von Aktivatoren statt, unter denen 
das sogen, ,,Koenzym“ von Harden und Young am besten 
bekannt ist. Uber eventuelle Verschiedenheiten dieses Akti- 
vators in verschiedenen Hefen ist meines Wissens bis jetzt 
nichts bekannt geworden, und auch nach den Erfahrungen des 
hiesigen Laboratoriums bestehen solche Unterschiede nicht. 
Versuche, das Hardensche Koenzym aus anderen Mikroorganis- 
men zu gewinnen, haben bis jetzt keinen Erfolg gehabt. 

Auch iiber spezifische Aktivatoren des Wachstums, also 
spezifische Stoffe wie das ,,Bios“ von Wildiers, liegen bis jetzt 
keine deutlichen Angaben vor, obwohl Anhaltspunkte iiber die 
Existenz solcher Stoffe nicht fehlen’). Versuche mit Vitaminen 
aus verschiedenen Heferassen haben mich veranlaBt, die in der 
Literatur vorliegenden Angaben iiber die gegenseitige Beein- 
flussung zweier Hefen nachzupriifen, zunachst in drei Fallen 
beziiglich des Wachstums und mit einem Hefepaar hinsichtlich 
der Garkraft. 

Die ersten Versuche iiber die vorliegende Frage verdankt 
man Hansen’), der das gleichzeitige Wachstum von Saccha- 

’) H. Euler und H, Cramér. Siehe Euler-Lindner, Chemie 
der Hefe und der alkoholischen Garung, Leipzig 1915, Seite 230. 

*) E. Chr. Hansen, Compt. rend, des trav. du lab. de Carlsberg 
1, 1881. 
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romyces apiculatus und von Brauereiunterhefe in Mischkulturen 
untersuchte. Er kam zu dem Resultat, daB die beiden Hefe- 
arten ihr Wachstum gegenseitig ungiinstig beeinflussen. 

Miiller-Thurgau’) untersuchte die gleichzeitige Entwick- 
lung von Saccharomyces apiculatus und von elliptischen Wein- 
hefen (Sacch. ellipsoideus); er fand, das Sacch. apiculatus die 
Weinhefen in ihrer Gartatigkeit hindert, und zwar um so star- 
ker, je schwicher die betreffende Weinhefe ist; die genauere 
Untersuchung dieser Garversuche zeigte, daB die Beimengungen 
von Sacch. apiculatus die Hefenernte herabdriickt und also schon 
deshalb die Gairung hemmt, weil durch ihre Schuld weniger 
Hefezellen gebildet werden. Ob abgesehen von der Beein- 
trachtigung der Hefenentwicklung auch eine Anderung der Gar- 
kraft der Zellen eintritt, wird nicht naher angegeben. 

Die Frage nach der gegenseitigen Beeinflussung zweier 
Hefen im selben Kulturmedium wurde vor einiger Zeit wieder 
aufgenommen von A. J. J. Vandevelde’), der 6 Heferassen in 
den Kreis seiner Untersuchungen zog, nimlich 4 Bierhefen (Carls- 
berg, Saaz, Frohberg und Logos), eine Honighefe und Saccha- 
romyces Pombe. Die verschiedenen Hefen wurden in pepton- 
haltigen Zuckerlésungen oder in Wiirze in Erlenmeyerkdélbchen 
ausgesit, die Kélbchen mit Schwefelséureventilen verschlossen 
und durch Wagung die entwichene Kohlensaure bestimmt. Auch 
aus dieser Arbeit 14B8t sich also nicht ersehen, ob eine Beein- 
flussung der Garkraft stattfindet, oder ob sich nur die Ver- 
mehrung der Zellenzah] unter der Symbiose andert. Beide 
Einfliisse zusammen bestimmen die GroBe der Kohlensaureent- 
wicklung. Dieser durch zwei Faktoren bestimmte Effekt wird 
im allgemeinen unter den von Vandevelde gewahliten Ver- 
suchsbedingungen durch die Symbiose giinstig beeinfluBt; die 
einzelnen Ergebnisse miissen im Original nachgesehen werden. 

In einer daran anschlieBenden Mitteilung iiber die Inver- 
tasereaktionen bei gemischten Hefekulturen kommen Vande- 


1) Miller-Thurgau, 5. Jahresber. d. Schweiz. Versuchsanstalt in 
Wadenswil f. 1894/95, S. 76 und 7. Jahresber. d. Schweiz. Versuchsanstalt 
in Wadenswil f. 1896/97, 8S. 50. Siehe auch Lafars Handbuch der tech- 
nischen Mykologie 4, 330 u. ff. 7 

%) A. J. J. Vandevelde, Rep. 8. Intern. Kongre8 appl. Chem. 14, 
191, 1912. 
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velde und Vandestricht') zu dem Ergebnis, daB fiir die 
Inversion keine Begiinstigung festgestellt werden konnte. Be- 
zuglich der Versuchsanordnung, gegen die vielleicht der eine 
oder andere Einwand gemacht werden kann, verweisen wir auf 
die zitierte Abhandlung. 

Wir haben es fiir notwendig erachtet, die gegenseitige Be- 
einflussung der Vermehrung und des Garvermégens getrennt 
zu untersuchen, da ja dabei voraussichtlich ganz verschiedene 
Aktivatoren oder Hemmungskérper in Betracht kommen. Dies 
war bei den friiheren Arbeiten nicht geschehen. 


Vermehrung der Zellenzahl in Mischkulturen. 


Der Zuwachs der Hefen wurde durch Ziahlung in einem 
Thoma-ZeiBschen Zahlapparat bestimmt. 

Die Hefezellen wurden aus Kulturen iibergeimpft, in 300 
bzw. 600 ccm Nahrlésung, die nach Lindner zusammengesetzt 
war. Sie enthielt auBer Zucker pro Liter: 

0,25 g Magnesiumsulfat, 
5,00 g Orthomonokaliumsulfat, 
4,00 g Asparagin. 


Auf die sterile Entnahme der Zahlproben mittels Pipette 
aus den Lésungen wurde besonderes Gewicht gelegt; da sich 
bei dieser Methodik aber Infektion nicht vollkommen aus- 
schlieBen la8t, so wurden alle Kulturen bei jeder Probeent- 
nahme eingehend auf Infektion untersucht. Die Methode ist 
zwar sehr miihsam und zeitraubend, wir halten sie aber zu- 
verlassiger als jede andere, vorausgesetzt, daB sie von einem 
geibten Mikrobiologen angewandt wird. 

Bei der Herstellung der Mischkulturen wurde dafiir ge- 
sorgt, daB sehr angenahert gleich viele Zellen der beiden Kom- 
ponenten in die Nahrlésung eingeimpft wurden. Leider konnten 
die Zellenzahlen der beiden Hefen in der Mischung nicht ge- 
sondert ermittelt werden. Die Zahlung mu8 noch durch eine 
indirekte Methode ergainzt werden. 

In der Regel wurden drei Kontrollfiillungen der Zahl- 





1) A. J. J. Vandevelde und Vandestricht, diese Zeitschr. 51, 


388, 1913. 
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kammer vorgenommen und jedesmal 60 Quadrate gerechnet. 
Nur wenn drei Versuche innerhalb 10°/, iibereinstimmten, wurde 
das Ergebnis zur Aufstellung der in den Figuren angegebenen 
Kurven beniitzt. 

Ich gebe in folgender Tabelle das Resultat eines Versuches 
mit Sacch. Marxianus und Sacch. apiculatus an. Beide Hefen 
stammen aus dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin. 























Tabelle I. 
Sacch. Marxianus | Sacch. apiculatus Mischkultur . 
Stunden |Zellen- | Log- | Zellen- | Log- | Zellen- | Log-_ 
zahl | arithmus zahl jarithmus} zahl (| arithmus 
0 10,9 1,037 14,9 1,173 18,1 1,257 
24 24,0 1,380 23,8 1,377 38,2 1,582 
48 63,0 1,793 45,0 1,653 99 1,995 
72 166 2,220 84,0 1,924 252 2,401 
96 522 2,718 176 2,245 792 2,899 
108 — a 316 2,500 _ aie 














In der Fig. 1 ist dieser Versuch graphisch dargestellt. Man 


findet, daB Sacch. apiculatus und Sacch. Marxianus ihr Wachs- 
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tum unter den gewahlten 














4 Versuchsbedingungen sehr 
96 a 7 a wenig beeinflussen, sofern 
a : 

IY WL man die Gesamtzellenzahl 
sg” ae der Mischkultur mit den 
FS we wi . Zellenzahlen der beiden 

WZ; Reinkulturen _vergleicht. 

- ze Ob hierbei die eine Hefe 
P ds auf Kosten der anderen 
soutinne oka gewachsen ist, laBt sich 

Fig. 1. aus diesen Zahlen nicht 


ersehen. 

Damit ist die vorliegende Frage natiirlich noch keineswegs 
allgemein erledigt, nicht einmal fiir die spezielle Symbiose 
Sacch. Marxianus und Sacch. apiculatus. Nur fiir den Fall, daB 
so wenig Zellen vorhanden sind, daB die Logarithmen der 
Zellenzahlen noch auf einer Geraden liegen, d.h. daB das ein- 
fache Entwicklungsgesetz gilt: 


0,4343 k’t = log (a + x) — log a 
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beeinflussen sich nach obigem Ergebnis die beiden Hefen nicht; 
man kann daraus den SchluB ziehen, daB die beiden Hefen 
keine spezifischen Aktivatoren oder Paralysatoren des Wachs- 
tums an die umgebende Lésung abgeben. 

Wird eine Mischkultur aus zwei Hefen hergestellt, die 
unter den gleichen Bedingungen einzeln in Reinkultur geziichtet 
nicht dem einfachen Wachstumsgesetz folgen, sei es, daB die 
Zellenzahl zu groB ist, sei es aus einer anderen Ursache, so 
treten in der Mischkultur natiirlich kompliziertere Verhiltnisse 
auf; als Beispiel fiir eine derartige Mischkultur findet man in 
Fig. 2, die das Wachstum von 









































Saccharomyces thermantito- su 
num und unserer Brauerei- 6 

Unterhefe H graphisch dar- 3 / / ‘A 
stellt. Von einer gewissen 4” i Ve 
Zeit ab wichst nach anfing- 4% 40 Y iy Zi 
lich normalem Verlauf Sacch. / Z| 
thermantitonum auf Kosten i 4 | 

der Hefe H, und zwar auf- ole é 
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fallenderweise nach 80 Stun- Logariimus der Zelenzahl ‘ 
den schneller als in der Rein- Fig. 2. 
kultur. - 


Bei der Mischkultur der 
Hefe H mit einer Oberhefe 0 
vom Froberg-Typus folgt die 
Entwicklungskurve nach kur- 
zer Zeit derjenigen der Rein- 2 
kultur der Oberhefe (Fig. 3), 
ohne jedoch die in der Rein- Tees a’ ee 
kultur erreichte Zellenzahl zu Fig. 3. 
uberschreiten. 

Herrn Dr. Gert danke ich bestens fiir die Ausfiihrung 
dieser Versuche. 






































Die Garkraft in Hefemischungen. 

In Ricksicht darauf, daB die eingangs erwihnten Arbeiten 
vermuten lieBen oder wenigstens die Méglichkeit nahelegten, 
daB zwei Hefen ihre Garkraft, sei es im positiven, sei es im 
negativen Sinne, beeinflussen, wurden von Herrn Assistenten 
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Léwenhamn zahlreiche Versuche iiber die Kohlensiureentwick- 
lung aus Hefegemisch angestellt. Es kam zur Verwendung 
eine Oberhefe vom Frohberg-Typus und unsere Unterhefe H. 

Die Garung ging in reinen Zuckerlésungen vor sich, ohne 
Gegenwart von Nahrungsstoffen, so daB8 ein EinfluB des Zu- 
wachses auf die Resultate ausgeschlossen war. 

Die Bestimmung der entwickelten Kohlensiure geschah 
volumetrisch; die Fehler, die bei dieser Arbeitsweise leicht 
dadurch auftreten, daB ein nicht genau bestimmbarer Teil der 
entwickelten Kohlensiure in der Reaktionsfliissigkeit gelést 
bleibt, wurden teils dadurch vermieden, daB die Garung bei 
groBem Unterdruck — 30 cm Hg — stattfand, teils wurde 
wegen der geringen Léslichkeit bei diesem Druck eine Korrektion 
eingefihrt. Wahrend der gesamten Reaktionsdauer wurden die 
Garkolben kraftig und gleichmaBig geschiittelt, was sich zur 
Erzielung genauer Ergebnisse unbedingt notwendig erwies, da 
die Ubersittigung in Hefenemulsionen sehr betrichtlich ist. 

Bei allen Versuchen wurde durch Gegenwart von Mono- 
natriumphosphat die Konzentration der H-Ionen nach Sérensen 
auf konstantem Wert gehalten. Es wurde mit zwei verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen gearbeitet, namlich 3- und 6°/,igen 
Glucoselosungen. 

Die Versuchstemperatur betrug stets 26°. 

Als Beispiel fiihre ich eine der 12 ausgefiihrten Versuchs- 
reihen an. Gleichzeitig mit den Mischversuchen wurden die 
reinen Hefen nicht nur in den der Mischung entsprechenden 
Mengen untersucht, sondern auch in den halben und doppelten. 


Tabelle II. 


20 com 5°/,ige Mononatriumphosphatlésung -+- 30 ccm 10°/,ige Glucose- 
lésung. Temperatur 26°. 



































Unterhefe H Oberhefe G_ | Mischung 50°/, H-+-50°/, G 
Stunden | .> br o ny bo o 06 06 
S 4 X S 4 x ' Pi ioe 
Ee ee. 4 7 ee eS ee 
bd a a ~ nN a 
30 12,9 | 13,0 | 13,5 | 11,0 | 10,8 | 10,2 11,25 11,90 
60 27,8 | 27,6 | 27,0 | 24,1 | 23,2 | 23,0 25,75 25,40 
90 43,2 | 48,0 | 38,1 | 33,4 | 33,0 | 33,0 36,5 38,0 
120 | 58,3 | 58,0 | 58,0} — | 47,5 | 48,0 53,0 52,7 
180 | 86,8 | 86,0 | 87,0] — | 80,0; 79,1 , 83,0 
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Mengen, um festzustellen, daB im vorliegenden Fall die Pro- 
portionalitat zwischen Hefemenge und pro Zeiteinheit ent- 
wickelter Kohlensaéure wirklich statthat. Dies war bei allen 
Versuchen, bei denen Fehler vollstandig ausgeschlossen werden 
konnten, tatsaichlich der Fall. 

Samtliche in der Tabelle II angegebenen Zahlen (ccm 
feuchte CO,) sind Mittelwerte aus je zwei Versuchen. Die in 
der letzten Spalte verzeichneten ,berechneten“ Werte sind 
das arithmetische Mittel aus den Zahlen der zweiten und 
fiinften Spalte. 


Zusammenfassung. 


Aus der Untersuchung dreier Mischkulturen unter ver- 
schiedenen Bedingungen ergab sich, daB zwar in der Mischung 
solcher Hefen, die in Reinkulturen nicht dem einfachen Ent- 
wicklungsgesetz folgen, gegenseitige Beeinflussung des Wachs- 
tums auftreten kann; bestimmte Anzeichen fiir die Ausscheidung 
von Aktivatoren oder Paralysatoren des Wachstums wurden 
aber bis jetzt nicht gefunden. 

Beeinflussungen der Gairkraft fanden in den eingehend 
untersuchten Mischungen einer Oberhefe vom Frohberg-Typus 
und einer Brauerei-Unterhefe sicher nicht statt. 


one <0) ean oe aOR 








ee en aS eee 


A 


le re 








Einige Versuche iiber das Fett in der Bierhefe 
(meist BrauereipreBhefe). 


Von 
Th. Bokorny. 


(Eingegangen am 15. April 1916.) 


Der Fettgehalt der Hefe ist schon vor langer Zeit entdeckt 
worden. Es soll (Euler, Hefechemie) 2 bis 5°/, Trockensubstanz 
betragen. Nach Henneberg kommt es in den Hefezellen in 
Form zahlreicher meist kleiner Trépfchen vor, aber auch in 
sehr feiner Verteilung (siehe unten). 

Es soll der Fettgehalt auf 10 bis 20°/, steigen konnen. 

Mit dem Hefefett in Zusammenhang wurden von ver- 
schiedenen Autoren einige Inhaltskérper der Hefezellen gebracht, 
die teils im Hefeplasma, teils im Zellsaft beobachtet wurden 
und gelegentlich in ,Lésung“ gehen, womit sie sich dann im 
Plasma unsichtbar verteilen. 

Sie wurden als Vakuolfettkérper, VakuolfetteiweiBkorper 
benannt, je nachdem sie rein aus Fett oder aus Fett und 
Eiwei8 bestehen. 

Die Vakuolkérper sollen aber nicht immer aus Fett und 
EiweiB bestehen, sondern nur bisweilen einen Oleingehalt be- 
sitzen. 

Die echten Vakuolfettkérper sind rund oder rundlich, 
von starker Lichtbrechung, bisweilen beweglich (sogenannte 
Molekularbewegung), nach Methylenblauzusatz ungefarbt, da- 
gegen nach Zusatz von Sudan oder Alkanna rotgefarbt (Fett- 
reaktion). 

Die haufigen typischen Vakuolkérper bestehen, wie die 
neuesten Untersuchungen Hennebergs’) zeigten, aus Volutin, 


1) Centralbl. f. Bakt. 26. Febr. 1916. 
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d. i. aus einer Substanz, in der Henneberg das Girungsenzym 
erblickt. Es ist kein eigentlicher Reservestoff. Die Zelle schont 
ihn nach Moglichkeit, er wird immer zuletzt aufgebraucht. Mit 
verdiinnter (1°/,iger) Methylenblaulésung nimmt er eine Violett- 
farbung an. Die WeiBbierhefe enthalt am meisten ,,Volutin“. 
»Das Volutin ist das Garungsenzym selbst oder ein bei der 
Garung eine wichtige Rolle spielender K6rper.“ Auch in der 
Kahmhefe findet sich Volutin, ferner in den Wei8biermilchsaure- 
bakterien (hier diirfte das Volutin bei der Verwandlung von 
Zucker in Milchséure tatig sein, somit ein anderes Enzym dar- 
stellen; es gibt iiberhaupt verschiedene Volutine, die Meta- 
chromasie, d i. die nach dem Absterben der Zellen eintretende 
Violettfarbung mit Methylenblau ist also eine Enzymgruppen- 
reaktion). 

Kehren wir zu den Vakuolfettkérpern zuriick. 

Wie die Versuche zeigen, ist das Fett manchmal zum 
groBten Teil zunachst im Zelleiwei8 in sehr feiner Verteilung 
(,, Lésung“) vorhanden. 

Bei langsamem Absterben (z. B. durch sehr verdiinnten 
Formaldehyd) wird es (wie auch zuweilen das Glykogen) aus 
dem Plasma in die Vakuole als Tropfen eingepreBt, die einzelnen 
Massen flieBen dann nicht selten zu einem groBeren Tropfen 
zusammen. “ 

Dieselben zeigen die oben erwahnte Rotfarbung mit Alkanna 
oder mit Sudan. Mit Methylenblau farben sie sich nicht. 

Von Interesse sind die Wanderungen, die das Fett inner- 
halb der Zellen antreten kann. 

Bald ist es im Plasma unsichtbar verteilt, bald in Troépfchen 
gesammelt, die entweder im Plasma oder auch in der Vakuole 
ihren Sitz haben koénnen. 

Das entspricht ganz dem Charakter des Fettes als Re 
servestoff. 

Bei dem hohen Calorienwert, den das Fett besitzt (3 mal 
so groB als Eiwei8 und Kohlenhydrat), ist dasselbe ein auBerst 
wertvoller Reservestoff. 

Seine Wanderungsfahigkeit erméglicht die jederzeitige rasche 
Verwendung desselben. 

_ Was die Art des Hefefettes anlangt, so ist dieselbe mehr- 
fach untersucht worden. 
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Schon O. Loew hat (1878) festgestellt, daB in dem Hefe- 
fett Olsiure, also eine ungesittigte Fettsiure vorhanden sei. 

Dadurch ist das Hefefett, wie die meisten Pflanzenfette, 
fliissig. 

Wenn man Trockenhefe mit Ather extrahiert und diesen 
verdunsten l48t, so hinterbleibt meist ein gelber Fetttropfen, 
seltener eine butterartige grauweiBliche Masse. 


Versuch 1. 
Aqua destillata. .... 100,0 g 
Glutaminséure ..... 0,5 g 
a es 5,0 g 
CE 5 whee islhnal » 1,0 g 
Monokaliphosphat. . . . 0,2 g 
Magnesiumsulfat ... . 0,05 g 
Caleiumchlorid . . .. . 0,02 g 


PreBhefe (von 30°/, Tr-S.) 5,0 g. 


Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 3 Tagen eine 
Vermehrung um 24°/,. Der Atherextrakt der Trockensubstanz 
betrug nach der Atherverdunstung 0,025 g, d.i. 0,5°/, Fett pro 
Frischgewicht und 1,66°/, pro Trockensubstanz. 


Versuch 2. 
Aqua destillata. .... 100,0 g 
Glutaminsfure ..... 0,5 g 
Rohrsucker ...... 5,0 g 
Monokaliphosphat. . . . 0,2 g 
Magnesiumsulfat ... . 0,05 g 
Caleiumchlorid ..... 0,02 g 


PreBhefe (von 30°), Tr.-S.) 5,0 g. 


Die Trockensubstanzzunahme betrug nach 3 Tagen 15°/,. 
Der Atherextrakt liefert nach dem Verdampfen des Athers 
einen Riickstand von 0,02 g. Also 0,4°/, Fett auf urspriing- 
liches Lebendgewicht und 1,33°/, auf urspriingliche 
Trockensubstanz. 

Versuch 3. 
Ebenso wie 1, nur an Stelle der Glutaminsaure Harnstoff, 
Der Atherextrakt lieferte an der nach 3 Tagen bestimmten 
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Trockensubstanz (15°/, Zunahme) 0,025 g Riickstand; das macht 
0,5°/, Fett im Frischgewicht oder 1,66°/, in der Trocken- 
substanz. 

Versuch 4. 


Ebenso wie 2, nur an Stelle der Glutaminsiure Harnstoff. 

Der Atherextrakt der nach 3 Tagen bestimmten Trocken- 
substanz (8°/, Zunahme) lieferte 0,022 g Riickstand; das macht 
0,45°/, Fett im Frischgewicht oder 1,5°/, in der Trocken- 
substanz. 

Versuch 5. 

Ebenso wie 1, aber statt Glutaminsaéure Leucin. 

Die Trockensubstanz (um 20°/, vermehrt) lieferte mit Ather 
extrahiert 0,023 g Riickstand, also auch wiederum eine recht 
kleine Menge. Es ist 0,46°/, Fett pro frische PreBhefe 
und 1,53°/, pro Trockensubstanz. 


Versuch 6. 

Ebenso wie 2, aber statt Glutaminsaure Leucin. 

Der Atherextraktriickstand aus der (um 1,3°/, ver- 
mehrten) Trockensubstanz betrug 0,020 g; also 0,4°/, Fett 
in der frischen PreBhefe oder 1,33°%/, in der Trocken- 
substanz. 

Versuch 7. 

So wie 1, statt Glutaminséure Pepton (Fleisch-). 

Die Trockensubstanz nach 3 Tagen betrug um 24°/, mehr 
als anfangs. Der Atherextrakt ergab 0,021 g; also 0,42°/, 
Fett pro frische Hefe und 1,4°/, pro Trockensubstanz. 


Versuch 8. 


Ebenso wie 2, aber statt Glutaminsiure Pepton (Fleisch-). 
Die Trockensubstanz betrug nach 3 Tagen um 16°), mehr 
als anfangs. Der Atherextrakt ergab 0,020g; also 0,4°/, 
Fett pro Frischgewicht oder 1,33°/, pro Trockensubstanz. 


Versuch 9. 


So wie 1, statt Glutaminsiure Asparaginsaure. 

Die Trockensubstanz betrug nach 3 Tagen 10°/, mehr als 
urspriinglich. Der Atherextrakt ergab 0,020 g, d. i. 0,4°/, 
Fett proFrischgewicht oder 1,33°/, proTrockensubstanz. 
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Versuch 10. 
Ebenso wie 2, statt Glutaminsdure Asparaginsaure. 
Die Trockensubstanz betrug nach 3 Tagen 10°/, mehr als 
urspriinglich. Der Atherextrakt ergab 0,019 g; also 0,38°/, 
Fett pro Frischgewicht oder 1,27°/, pro Trockensubstanz. 


Versuch 11. 
So wie 1, aber statt Glutaminséure Asparagin. 
Die Trockensubstanz betrug nach 3 Tagen 25°), mehr als 
urspriinglich. Der Atherextrakt ergab 0,022 g; di. 0,45°), 
Fett pro Frischgewicht oder 1,50°/, pro Trockensubstanz. 


Versuch 12. 

Ebenso wie 2, statt Glutaminsdéure Asparagin. 

Die Trockensubstanz betrug nach 3 Tagen 8°/, mehr als 
urspriinglich. Der Atherextrakt ergab 0,021 g. Also 0,42°/, 
Fett auf urspriingliches Lebendgewicht und ca. 1,3°/, Fett 
auf urspriingliche Trockensubstanz. 

Das sind durchaus geringe Fettmengen. 


Versuch 13. 
Ebenso wie 1, aber statt Glutaminsaure Tyrosin. 
Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 3 Tagen 27°/, 
mehr als urspriinglich. Der Atherextrakt aus dieser hinter- 
lieB eingedunstet 0,019 g Riickstand. 


Versuch 14. 
So wie 2, aber statt Glutaminsaéure Tyrosin. 
Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 3 Tagen 24°), 
weniger als urspriinglich. Der Atherextrakt aus dieser hinter- 
lieB eingedunstet 0,018 g Riickstand. 


Versuch 15. 
Ebenso wie 1, aber statt Glutaminsaéure Glykokoll. 
Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 3 Tagen 8°), 
mehr als zuerst. Der Atherextrakt aus dieser hinterlieB ein- 
gedunstet 0,019 g Riickstand. 


Versuch 16. 
So wie 2, aber statt Glutaminsiure Glykokoll. 
Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 3 Tagen 4°), 
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mehr als zuerst. Der Atherextrakt aus dieser hinterlieB ein- 
gedunstet 0,017 g Riickstand. 


Versuch 17. 


Ebenso wie 1, aber statt Glutaminséure Ammonsulfat. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 3 Tagen 30°/, 
mehr als zuerst. Aus dem Atherextrakt der Trockensubstanz 
ergab sich 0,03 g Riickstand. 


Versuch 18. 


Ebenso wie 2, aber statt Glutaminsiure Ammonsulfat. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nach 3 Tagen 9°,, 
mehr als anfangs. Der Atherextrakt der Trockensubstanz 
hinterlie8 beim Eindunsten 0,025 g Riickstand. 

Die Eindampfung des Atherextraktes wurde in blanken 
Platinschalchen vorgenommen. 

Der Riickstand bestand nur selten aus kleinen gelblichen 
Trépfchen, meist war es eine weiche butterihnliche Masse von 
grauweiBlicher Farbe. 

Das erhaltene Fett war also meist nicht wirklich fliissig, 
sondern von einer festen, aber weichen Beschaffenheit. 

In allen Fallen betrug der Riickstand so wenig, da8 man 
von einer erheblichen Fettbildung nicht sprechen konnte. 

Die urspriingliche Fettmenge in der zu den Versuchen 
verwendeten BrauereipreBhefe betrug 0,035 g pro 5 g Hefe. 

Es war also in dieser Anfangshefe noch etwas mehr Fett 
vorhanden als in der in den Niahrlésungen gezogenen. 

So viel geht aus den Versuchen deutlich hervor, da8 man 
nicht durch 2- bis 3tagige Kultur der Hefe in Nahr- 
lésungen, auch in den besten, eine Anhaufung von 
Fett in der Hefe erzielen kénne. 

Die Fettmengen, die nachher gefunden wurden, blieben 
sogar hinter der urspriinglich vorhandenen zuriick. 

Offenbar wurde das in der PreBhefe vorhandene Fett durch 
den lebhaften Sprossungsvorgang in den Nahrlésungen teilweise 
verbraucht. 

Alle Bedingungen zu einer guten Ernahrung der Hefe 
waren geboten. 

Als C-Quelle stand Zucker zur Verfiigung. 
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Der Stickstoff war in Form von Aminok6rpern geboten, 
die bekanntlich gute N-Quellen fiir Hefe sind. 

Durch die eingetretene Garung wurde die Hefe bestandig 
in Schwebe erhalten, so daB die Zellen mit den Nahrstoffen in 
ausreichender Beriihrung waren. Der Zucker wurde dabei 
groBenteils vergoren, aber auch zum kleinen Teile zur Ernah- 
rung verwendet, wie aus der eingetretenen Trockensubstanz- 
vermehrung hervorgeht. 

Trotz alledem kein Fettansatz! 

Um nun doch noch zum Ziele zu gelangen, wurden Nahr- 
lésungen hergestellt, die als organische Nahrung auBer dem 
Zucker Pepton, den besten aller Nahrstoffe fiir Hefe, enthielten. 
Die Versuche wurden unter 6fterem Zuckerzusatz auf 8 Tage 


ausgedehnt. 
Faktisch gelang es damit, den Fettgehalt bedeutend zu 


vermehren. 


Versuch 1. 
Me «> <a 4s «2 ee 
Rohrzucker ..... » 200 2 
Se ee ee 1,0 g 
Monokaliphosphat. . . . 0,2 g 
Magnesiumsulfat .... 0,05 g 
Calciumchlorid ; .... 0,02 g 


PreBhefe (von 30°), Tr.-S.) 10,0 g. 


Dieser wie auch die zwei folgenden Versuche wurden am 
29.1. im geheizten Zimmer aufgestellt, und zwar in geraumigen 
bedeckten Glasschalen, an denen nur der Boden bedeckt war. 
Nach 3, 6, 8 Tagen wurde iiberall von neuem Rohrzucker 
zugefiigt. 

Die Garung trat wiederholt ein. Am 10. Tage wurde 
mikroskopisch gepriift; die Hefe wies viele Sprossungen auf, 
AuBer ihr aber auch Bakterien. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab (nach 10 Tagen) 
2,5 g, also eine Abnahme. Offenbar begann schon ein Absterben 
der Hefe. Der Atherextrakt ergab 0,07 g Riickstand (butter- 
artig), also 0,7°/, Fett pro Frischgewicht oder 2,33°/, pro 
Trockensubstanz. 
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Versuch 2. 
Weert wilted eh 200,0 g 
Rohrzucker ...... 10,0 g 
Milchzucker ...... 1,00 g 
ee eee oe ee 1,00 g 
Monokaliphosphat. . . . 0,2 g 
Magnesiumsulfat . .. . 0,05 g 
Calciumchlorid . ... 0,02 g 


PreBhefe (von 30°/, Tr.-S.) 10,0 g. 


Sonst wie vorhin. 

Am 10. Tage wurde die Hefe mikroskopisch untersucht. 
Sie zeigte sich mit Bakterien verunreinigt, wies aber haufige 
Sprossungen auf. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab (nach 10 Tagen) 
2,8 g, also eine kleine Abnahme (vermutlich infolge beginnenden 
Absterbens der Hefe). 

Die Fettbestimmung ergab 0,13 g eines gelben fliissigen 
durchsichtigen schwach schmeckenden Fettes. Also 4,64°), 
Fett in der Trockenhefe und 1,3°/, in der lebenden Hefe. 


Versuch 3. 
wae se ee - . 2000 g 
a eee 10,0 g 
wae 8 a ee : 10 g 
Ammonsulfat ..... 0,5 g 
Monokaliphosphat. . . . 0,2 g 


Magnesiumsulfat ... . 0,05 g 
Calciumchlorid ..... 0,02 g 


Sonst wie bei 1. 

Am 10. Tage wurde die mikroskopische Untersuchung an- 
gestellt. 

Dieselbe ergab, da8 die Hefe vielfach gesproBt hatte; neben 
ihr auch etwas Bakterien. Viele der (vakuolenreichen) Hefe- 
zellen waren eben im Begriffe, zu Schlauchen auszuwachsen. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab (nach 10 Tagen) 
3,00 g, also keine Zunahme. 

Der Atherextrakt ergab einen Riickstand von 0,12 g, also 
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4,00°/, Fett in der Trockensubstanz und 1,2°/, in der 
frischen wasserhaltigen PreBhefe. Der urspriingliche Fett- 
gehalt der Versuchshefe hatte nur 0,9°/, der Trockensubstanz 
betragen. 

Durch langere Ausdehnung der Versuche unter 
wiederholter Zuckerbeigabe zur Niahrfliissigkeit kann 
man also den Fettgehalt der Hefe wesentlich erhéhen, 
wenn auch Pepton als N- und C-Quelle verwendet wird 
(urspriinglich nur 1,3°/, Fett in der Trockensubstanz). 

Weitere Versuche wurden nun in demselben Sinne, aber 
unter Anwendung von Harn als billigste Stickstoff- und zu- 
gleich Phosphor- und Kaliquelle angestellt. Dem Harn wurde 
nur Zucker in den nachher anzugebenden Quantitaten zugesetzt ; 
der Zuckerzusatz wurde Ofters repetiert. 

Der Harn wurde meist auf das 4 fache verdiinnt, manchmal 
aber auch unverdiinnt angewendet. Die Temperatur war Zimmer- 
temperatur. 

In dem menschlichen Harn sind durchschnittlich enthalten: 
Harnstoff 2°/,, Harnsaiure 0,048°/,, Kreatinin 0,1°/,, Hippur- 
siure 0,048°/,, sonstige organische Stoffe 0,14°/,, Chlornatrium 
1°/,, Phosphorsaure (P,O,) 0,16°/,, Schwefelsdure (H,SO,) 0,16°/,, 
Kali 0,22°/,, Ammoniak 0,048°/,, Kalk (CaO) 0,02°/,, Magnesia 
(MgO) 0,034°/,, weitere unorganische Stoffe 0,014°/,. Es sind 
also alle fiir die Hefe nétigen Mineralstoffe vorhanden, der 
Stickstoff als Harnstoff. 


Versuch a. 
ee 
Wasser ...... 1600cm 
Hefe (BrauereipreBhefe) 10g (mit 3,0 g Tr.-S.) 
Rohrzucker. . . . . 10 (alle 2 Tage erneuert). 


Um die Teile schwebend zu erhalten, wurden alle 3 Tage 
von neuem 10 g Rohrzucker zugesetzt. Die eintretende Garung 
verhinderte das Absitzen der Hefe, die Kohlenstoffernahrung 
und Stickstoffernihrung konnte fortlaufen. 

Nach 14 Tagen Reaktion sauer geworden. Nun wurde die 
Trockensubstanzbestimmung gemacht. Sie ergab 11,50g Trocken- 
substanz. Daraus konnte mit Ather 0,05 g Fett extrahiert 
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werden. D.i. 0,44°/, Fett in der Trockensubstanz oder 
0,132°/, Fett in der frischen PreBhefe. 


Versuch b. 
Harn. . . 50ccm 
Wasser . . 150 ccm 
Hefe. . . 10g (mit 3,0g Tr-S) 
Rohrzucker 10g (alle 2 Tage erneuert) 
Glycerin . 2 g. 


Auch hier wurde der Zucker alle zwei Tage von neuem 
zugesetzt, die Hefe blieb schwebend. 

Nach 14 Tagen war saure Reaktion eingetreten. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab 9,3 g. Die Ather- 
extraktion des letzteren lieferte 0,065 g' Fett, d.i. 0,70°/, 
Fett in der Trockensubstanz oder 0,210°/, Fett in der 
frischen PreBShefe. 

Das ist wiederum eine recht geringe Menge von Fett. 


Versuch ec. 
Harn ,... 50ccm 
Wasser . . 150 ccm 
Hefe ... 10g (mit 3,0g Tr.-S.) 
Rohrzucker . 10g (alle 2 Tage erneuert) 
Methylalkohol 2g. 


Alle 2 Tage wurde 10 g Rohrzucker von neuem zugesetzt, 
die Girung trat immer wieder ein. Die Hefe blieb schwebend. 

Nach 14 Tagen war saure Reaktion eingetreten. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 11,00 g. 

Hieraus wurde mit Ather 0,07 g Fett ausgezogen. 


Das macht 0,64°/, Fett in der Trockensubstanz, d. i. 


0,192°/, Fett in der frischen PreBhefe. 


Versuch d. 
Harn... 50ccm 
Wasser . . 150 ccm 
Hefe . .. 10g (mit 3,0g Tr.-S,) 


Rohrzucker. 10g (alle 2 Tage erneuert) 


Athylalkohol 2g. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 24 
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Auch hier wurde durch alle zwei Tage erfolgende Erneue- 
rung des Zuckers die Hefe immer schwebend erhalten. 

Als nach 14 Tagen die Reaktion der Fliissigkeit sauer ge- 
worden war, wurde die Trockensubstanzbestimmung gemacht. 

Es ergab sich 12,00 g Trockensubstanz. 

Darin befanden sich (mit Ather extrahiert) 0,100 g Fett, 
d. i. 0,83°/, Fett in der Trockensubstanz oder 0,249°/, 
Fett in der frischen PreBhefe. 


Versuch e). 


Harn . . . 200 ccm (unverdiinnt) 
Hefe ... 10g (mit 3,0g Tr.-S) 
Rohrzucker. 10g (alle 2 Tage erneuert). 


Durch Zuckererneuerung wurde die Hefe schwebend erhalten. 

Nach 14 Tagen war die Reaktion noch neutral. 

Die Trockensubstanzbestimmung ergab nun 7,05 g Trocken- 
substanz, also wesentlich weniger als bei den vorausgehenden 
Versuchen. Der unverdiinnte Harn scheint nicht so 
giinstig zu wirken wie verdinnter. 

Die Fettbestimmung ergab 0,06 g. 

Das ist 0,86°/, Fett in der Trockensubstanz oder 
0,29°/, Fett in der frischen PreBhefe. 

Es ist ohne weiteres ersichtlich, daB bei simtlichen mit 
Harn als einziger Stickstoffquelle der Hefe angestellten Ver- 
suchen nur ein geringer Fettgehalt resultiert. 

Dabei ergab sich eine auffallend hohe Trockensubstanz- 
vermehrung. 

Der Harn scheint also fiir die Vermehrung der Hefe 
sehr giinstig zu sein, auf das Vierfache verdiinnter noch mehr 
als unverdiinnter. 

Was den Harnstoff als Stickstoffquelle angeht, so haben 
hiertiber schon Naegeli und Loew (1878)') Versuche angestellt. 
Dieselben haben unter gewissen Umstanden positives Resultat 
ergeben. 

Harn ernahrt hiernach bei LuftabschluB die SproBpilze 
nicht, mag man ihn mit Saéuren versetzen oder nicht. Bei 
Luftzutritt vermag er ziemlich reichliche SproBhefe zu bilden, 


1) Ak. d. Wiss. 1878, S. 321. 
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wenn man ihm zur Abhaltung der Spaltpilze 0,5 bis 1°/, Wein- 
siure und Citronensdéure zufiigt. Bei Zusatz von Glycerin 
(4,5 bis 9°/,) vermehren sich die SproBpilze, wenn die Luft 
abgehalten wird, ebenfalls nicht, dagegen begiinstigt das Glycerin 
die Vermehrung bei Luftzutritt sehr betrachtlich. 

Als Kohlenstoffquelle scheint in ersterem Falle die Wein- 
siure und Citronenséure zu dienen; denn der Harnstoff (Haupt- 
bestandteil des Harns) kann, wie Naegeli anderweitig fest- 
gestellt hat, nicht als C-Quelle fiir Hefe dienen. 

Wird der Harn mit Zucker (9°/,) und Saure (0,5 oder 1°/, 
Citronenséure) versetzt, so findet bei Luftabschlu8 reichliche 
SproBhefebildung, dann aber auch Spaltpilzbildung statt, was 
wohl so zu erklaren ist, daB der Harnstoff in kohlensaures 
Ammoniak iibergeht, wodurch die Saure neutralisiert wird. 

Enthalt der Harn 9°/, Zucker und 5°/, Alkohol, so bleibt 
bei LuftabschluB8 die Vermehrung der SproB- und Spaltpilze 
aus, wabrend bei Luftzutritt zuerst die Spaltpilze sich ver- 
mehren und Milchséure erzeugen, worauf die SproBpilze zu 
wachsen beginnen. 

Wir sehen, daB die Hefe mit den Nahrstoffen des Harns 
gedeiht, wenn eine gute C-Quelle zugesetzt wird; bei Darbietung 
von Zucker braucht sie nicht einmal Sauerstoff. 

Da der Harn auch reichlich Phosphate enthilt, so stellt er 
eine sehr giinstige Hefenahrung dar, wenn auch Zucker zugefiigt 
wird. Das haben schon Naegeli und Loew gefunden. 

Die Notwendigkeit des Zucker-(Melasse-)Zusatzes ist nun 
der springende Punkt in der ganzen Hefeerzeugungsfrage. 

Uber die Stickstofizufuhr braucht man sich weniger Sorge 
zu machen, da derselbe als Ammoniaksalz oder als Harn zu- 
gefiihrt werden kann. Das Ammoniak kann in beliebiger Menge 
aus Luftstickstoff hergestellt werden, gegen die Verwendung 
des Harns fiir Futterhefe diirften sich kaum Stimmen erheben. 

* Zucker ist aber eine wertvolle Substanz, die von der Land- 
wirtschaft zu Futterzwecken begehrt wird. Ohne Zucker scheint 
jedoch die geplante Hefeerzeugung nicht zu gelingen, obwohl es 
fiir Hefe noch manche andere Kohlenstoffquellen gibt. Der 
Zucker aber bietet den enormen Vorteil, daB er durch die ein- 
tretende Garung der Hefe eine giinstige Position gegeniiber den 
schwer auszuschlieBenden Bakterien schafit. 


24* 
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Man wird wohl darauf sehen miissen, da8 ein Zucker zur 
Stelle gebracht wird, der von den Landwirten nicht erzeugt 
und nicht beansprucht wird (Holzzucker, synthetischer Zucker, 
letzterer ist freilich bis jetzt nicht fabriziert worden). 

Fiir die Fetthefe allerdings, die auch im Plane der Zeit 
liegt, scheint mir eine Harnstoffernihrung der Hefe nicht 
giinstig zu sein. 

Wie wir oben sahen, ergab die Ernahrung der Hefe mit 
verdiinntem Harn auch bei wiederholtem reichlichem Zucker- 
zusatz keine nennenswerten Fettmengen in dieser. 

Wohl aber erhielt ich Fettanhaufung bei Anwendung 
von Pepton als Stickstoff-(u. C-)Quelle sowie reichlichem wieder- 
holtem Zusatz von Zucker. 

Da Pepton eine zu teure Stickstoffnahrung ist, stellte ich 
noch einen Versuch mit Ammoniakernahrung unter ebenfalls 
reichlicher und wiederholter Zufuhr von Zucker an, wobei der 
Versuch ebenfalls auf acht Tage ausgedehnt wurde. 

Von der Ammoniakernaéhrung sagt Naegeli*), daB das Wachs- 
tum der SproBpilze auBerst lebhaft sei, wenn neben Ammoniak- 
salz sich Zucker in der Nahrlésung befindet und wenn reich- 
lich Sauerstoff zutritt. Doch werde bei ausschlieBlicher N-Er- 
néhrung mit Ammoniaksalz die Hefe geschwacht und sterbe 
zuletzt ab. 

Enthilt beispielsweise die Nahriésung 9°/, Zucker, 1 oder 
0,5°/, neutrales weinsaures Ammoniak und etwas mit Phosphor- 
siure neutralisierte Erbsen- oder Hefenasche, und wird diese 
Lésung je nach zwei Tagen erneuert, so kann wahrend der 
ersten vier Tage die Hefe sich auf das vierfache Gewicht ver- 
mehren, wenn die Trockensubstanz der jedesmal zur Aussaat 
benutzten Hefemenge 3 bis 4°/, der Nahrfliissigkeit ausmacht. Aber 
das Wachstum ist am Ende dieser kurzen Zeit schon viel trager ge- 
worden, und es hért bei Fortsetzung des Versuches bald ganz auf, 
wobei die Spaltpilze die Oberhand gewinnen. Durch Erhéhung 
der Temperatur auf Brutwarme, durch reichliche Luftzufuhr, 
durch Zusatz einer gréBeren Menge von Kaliphosphat und durch 
Anwendung von Niahrsalzen statt der Asche wird zwar die 
Vegetation im allgemeinen sehr beférdert, und durch etwas 
Saure werden dieSproBpilze gegeniiber den Spaltpilzen begiinstigt. 
1) a. a. 0. 8. 523. 
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Doch erleiden selbst unter den allergiinstigsten Bedingungen 
die SproBpilze, die den Stickstoff blo8 in Form von Ammoniak 
erhalten, eine zunehmende Schwachung und gehen ihrem sicheren 
Untergang entgegen. 

Es 1aBt sich das Gewicht der Bierhefe mit Zucker und 
weinsaurem Ammoniak unter Durchleitung von Luft im Brut- 
kasten wahrend 64 Stunden auf das 12fache vermehren. Aber 
die Hefezellen sind dann viel fettreicher und stickstoff- 
armer geworden, und sie sind in ihrer Lebensenergie geschwacht, 
indem sie an Gartiichtigkeit eingebiiBt haben und viel leichter 
der Konkurrenz der Spaltpilze unterliegen. 

Wird der Zutritt der Luft verhindert, so vermégen Ammo- 
niaksalze mit Zucker die SproBpilze zwar noch durch viele 
Cenerationen hindurch zu ernahren, aber die Vermehrung ist 
jetzt eine viel geringere und hort infolge von Erschépfung 
nach viel weniger Generationen auf als bei Luftzutritt. 

Befindet sich Zucker oder Glycerin in der Nahrflissigkeit, 
so verhalten sich die verschiedenen Ammoniaksalze fast gleich, 
insofern sie nicht antiseptisch wirken; auch das salpetersaure 
Ammoniak gibt keine ungiinstigeren Resultate als die iibrigen. 

Dabei mu8 jedoch beachtet werden, daB bei Abschlu8B von 
Luft die SproBpilze (wie alle Pilze) viel empfindlicher sind und 
daher ein allfalliger Saurezusatz sehr vorsichtig zu bemessen 
ist. Ganzlicher Mangel an freier Séiure gewahrt zwar die 
giinstigsten Bedingungen fiir das Wachstum der SproBpilze, 
aber auch die gréBte Gefahr, daB sie durch Spaltpilze ver- 
drangt werden. 

In den untenstehenden auf Fettbildung abzielenden 
Hefeversuchen ist die saure Reaktion der Fliissigkeit nicht 
durch freie Séure, sondern durch nicht zu groBe Mengen Mono- 
kaliumphosphat hervorgerufen. 

Denn auch meine Versuche haben ergeben, da8 freie Saure 
bald schadlich wirkt: . 

a) PreBhefe 1g Nahrlésung 100ccm(Rohr- freie Phosphor- 
(von0,3gTr.-S.) zucker Tg-+ Pepton 0,5 siure 0,1 g 
+ PO,KH,0,2-+-Bitter- 
salz 0,1 g) 
b) do. do. do. 0,25¢g 
c) do. do. do. 0,5 g 
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Schon bei a) mit 0,1°/, freier Phosphorséure zeigte sich 
eine schadliche Wirkung der Saure, indem die Trockensubstanz- 
vermehrung geringer war als bei einem Kontrollversuch ohne 
freie Phosphorsiure. 

Noch geringer war die Trockensubstanzvermehrung bei b). 

Hingegen ergab sich bei c) eine bedeutende Verminderung 
der Trockensubstanz gegeniiber der urspriinglichen (um 50°/,) 
binnen 48 Stunden bei 20 bis 25°. 


d) PreBhefe 1g Nahrlésung 100 ccm (von freie Milch- 


(von0,3gTr.-S.) obiger Zusammensetzung) siure 0,5 g 
e) do. do. do. 1,0 g 
f) do. do. do. 0,1 g 
g) do. do. do. 0,25 g 


Bei d) trat nicht mehr ganz normale Trockensubstanz- 
vermehrung ein. 

Bei e) war die Trockensubstanzvermehrung bedeutend ver- 
ringert. 

Bei f) fast normale Trockensubstanzvermehrung. 

Bei g) nicht unbetrachtliches Zuriickbleiben der Vermehrung. 

Versuche mit freier Weinsiure ergaben, daB diese fast 
gerade so schadlich wirkt wie die freie Phosphorsaure. 

Somit ist Vorsicht in diesem Punkte sehr am Platz. 

Folgende zwei Versuche (A u. B) wurden mit weinsaurem 
Ammoniak als N-(u. C-) Quelle ohne freie Saure angestellt. Mono- 
kaliphosphat wurde angewendet. Der Zucker wurde alle zwei 
Tage erneuert. 


Versuch A. 

Hefe (von 31°/, Tr.-S. und 

nur 0,2°/, Fett i.Tr.-S.) . 5,0 g 
Weinsaures Ammoniak . . 2,0¢g 
Zucker (reiner Rohr-) . . 25,0 g (alle 2 Tage erneuert). 
Monokaliumphosphat . . 0,5 g 
Magnesiumsulfat ... . 0,2 g 
Calciumchlorid . ... . 0,1 g 
i ee re 


Nach 8 Tagen war die Fliissigkeit noch in voller Garung, 
stark triib mit kraftiger Hefedecke und noch staérkerem Boden- 
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satz. Dieselbe wurde nun filtriert, die Hefe auf dem Filter 
gesammelt. 

Die mikroskopische Untersuchung ergab, daB die Hefe 
lebend war; daneben waren freilich auch Bakterien aufgekommen. 
Ein saurer oder fauliger Geruch war aber nicht eingetreten. 

Die Trockensubstanzbestimmung in der Hefe ergab 3,2 g. 

In dieser Trockensubstanz waren 0,03 g Fett, d.i. 0,94°/, 
Fett in der Trockensubstanz. Das ist eine so geringe 
Fettmenge, da8 man von einem Erfolg des Versuchs A in bezug 
auf Fettproduktion nicht sprechen kann. 

Das vorhandene weinsaure Ammoniak war also zur Ver- 
mehrung der Trockensubstanz bis auf beinahe das Doppelte 
der urspriinglichen verwendet worden, ohne daB ein Fettansatz 
stattfand. 


Versuch B. 
Hefe (von 31°/, Tr.-S. und 
rm... Oe 
Weinsaures Ammoniak . . 5,0 g 


Zucker (reiner Rohr-) 25,0 g (alle 2 Tage erneuert). 
Monokaliumphosphat . . 0,5 g 
Magnesiumsulfat .... 0,2 g 
Calciumchlorid . ... . 0,1 g 
Wee. esc a ee e ee 


Auch hier wurde nach acht Tagen, als die Flissigkeit noch 
in lebhafter Gérung und trib war, sowie Decke und Bodensatz 
aufwies, filtriert. Die Hefe wurde auf dem Filter gesammelt. 

Bei mikroskopischer Untersuchung zeigte sich die Hefe 
lebend, aber ziemlich stark mit langgestreckten (Mycoderma-?) 
Zellen und mit Bakterien durchsetzt. Ein saurer oder fauliger 
Geruch war nicht aufgetreten. 

Die Trockensubstanzbestimmung in der Hefe ergab 4,2 g. 

Die Atherextraktion dieser Trockensubstanz ergab 0,02 g 


Riickstand. 

In dieser Trockensubstanz waren also nur 0,02 g Fett 
nachweisbar, d. i. 0,48°/, der ‘Trockensubstanz. 

Hier war die Trockensubstanz auf das 2°/, fache gewachsen, 
ohne daB Fett angesetzt wurde (urspriinglicher Fettgehalt eben- 
falls minimal). 
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Somit sind von allen angefiihrten Versuchen iiber Fett- 
anhaufung in der Hefe nur drei (siehe oben Versuch I, II, III) 
positiv ausgefallen. Dieselben waren einander in bezug auf 
Nahrstoffgehalt der Nahrfliissigkeiten ahnlich und unterschieden 
sich von den anderen durch reichlichen Gehalt an Pepton und 
andern guten Nahrstoffen; der Zuckerzusatz wurde alle zwei 
Tage repetiert. 

Es ist klar, daB ein solches Verfahren nur theoretisches 
Interesse haben kann. 

Uber die Fettbildung bei niederen Pilzen haben 
Naegeli und Loew schon 1878 (Ak. d. Wiss. zu Miinchen) be- 
merkenswerte Versuche publiziert. 

Nach denselben kann Fett sowohl aus Eiwei8 wie auch 
aus Kohlenhydrat gebildet werden. 

»Hs ist eine allgemeine Erscheinung, daB in Pilzzellen, die 
in der Jugend bloB plasmatischen (aus Albuminaten bestehenden) 
Inhalt besitzen, spiterhin mehr oder weniger Fett auftritt. 

Dies ist auch dann der Fall, wenn sich dieselben in reinem_ 
Wasser befinden und sie somit keine fettbildenden Stoffe auf- 
nehmen kénnen; denn das kohlensaure Ammoniak, das sich 
nicht abhalten 1aBt, vermégen sie nicht zu assimilieren. 

Man beobachtet daher auch, daB das Plasma mit dem Er- 
scheinen des Fettes sich vermindert. 

DaB letzteres hier nicht von stickstofffreien Kohlenstoff- 
verbindungen abgeleitet werden kann, ergibt sich aus dem 
Umstand, daB solche nur in sehr geringen Mengen im Zell- 
inhalte vorkommen, und daB die aus Cellulose bestehende 
Membran wihrend der Fettbildung an Substanz oft deutlich 
zunimmt.“ 

Es mu8 die Fettbildung aus Albuminaten stattgefunden 
haben. 

Schimmelpilze sind, weil sie mehr Fett erzeugen, fiir solche 
Beobachtungen brauchbarer als Hefepilze. 

Aber auch an SproBpilzen 14Bt sich das nachweisen. 

Einige Flaschen mit Bierhefe und phosphorsaurehaltigem 
Wasser wurden zwei Jahre lang stehen gelassen und hin und 
wieder umgeschiittelt. Es stellten sich weder Schimmel- noch 
Spaltpilze ein. Die Hefezellen vegetierten langsam fort. Beim 
Beginne des Versuchs waren die diinnwandigen Zellen blo8 mit 
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Plasma erfiillt. Zuletzt erschien die Membran etwas starker, 
und der feste Zellinhalt war auf ein kleines sehr stark licht- 
brechendes Kérnchen zusammengegangen, das offenbar aus Fett 
und den noch ungelésten Albuminaten bestand. 

Peptonlésungen (mit den nétigen Mineralstoffen) werden 
von Schimmel unter Fettproduktion assimiliert, ebenso Asparagin- 
und Leucin-Lésungen; ebenso Zucker mit Ammoniak, wein- 
saures Ammoniak usw. 

»Die Versuche beweisen unzweifelhaft, daB die Pilzzellen 
das Material fiir die Fettbildung aus den verschiedensten 
stickstoffhaltigen und stickstofflosen Verbindungen entnehmen 
kénnen. “ 

Damit ist freilich der physiologische Weg der Fettbildung 
noch nicht liickenlos angegeben, wenn man nur das Ausgangs- 
material kennt. 

Vermutlich werden alle jene zur Fettbildung als geeignet 
erkannten Stoffe zuerst in ProtoplasmaeiweiB (eventuell unter 
Beiziehung noch anderer Stoffe) verwandelt und gelangen auf 
diesem Weg in den FettbildungsprozeB hinein. Alles Fett wird 
wahrscheinlich, wie auch sonstige Reservestoffe, aus dem Proto- 
plasma ausgeschieden und durch Abspaltung aus Molekiilen 
aktiven Proteins gebildet. 

Hinsichtlich des physiologischen Verhaltnisses des Fett- 
bildungsprozesses zu der Gesamternahrung stellte Naegeli 
folgende zwei Regeln auf: 1. DaB verhaltnismaBig um so mehr 
Fett gebildet wird, je lebhafter das Wachstum vor sich geht, 
daB also bei n-facher Gesamtzunahme der Trockensubstanz in 
gleicher Zeit und unter iibrigens gleichen Umstanden die Ver- 
mehrung der Fettmenge mehr als den n-fachen Betrag zeigt’). 
2. DaB unter gleichen Umstinden um so mehr Fett gebildet 
wird, je lebhafter die Respiration (Oxydation durch freien Sauer- 
stoff) vor sich geht. Es bedarf kaum der Erwahnung, daB dies 
in aller Strenge nur fiir jede einzelne Pilzform gilt und daB 
bei der Vergleichung verschiedener Formen ein neuer Faktor, 
die spezifische Neigung zur Fettbildung hinzukommt. 

Zur Illustration des letzteren Punktes gibt Naegeli einen 


1) Das diirfte aber doch nicht ausnahmslos der Fall sein; denn ich 
habe (siehe oben) beobachtet, daB stark gewachsene Hefe einen geringeren 
Fettgehalt aufwies. 
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interessanten Uberblick iiber das Fettvorkommen bei Pilzen 
und dessen Zusammenhang mit dem Sauerstoff. 

Die Schimmelpilze wachsen bloB bei Zutritt von freiem 
Sauerstoff und sind fettreich. 

Die Bierhefe entwickelt sich bei sehr mangelhaftem Sauer- 
stoffgenu8 und ist fettarm; das gleiche gilt fiir die Spaltpilze. 

Die an der Oberflache der Nahrfliissigkeit lebenden Schimmel- 
pilze sind fettreicher als ihre eigenen untergetauchten SproB- 
formen. 

Zur Bildung der Sporen, welche viel Fett enthalten, ist 
freier Luftzutritt notwendig. 

Die SproBpilze bringen, wie bekannt, nur dann Sporen 
hervor, wenn sie, auf einem Substrat ausgebreitet, halb trocken 
liegen. 

Die Spaltpilze erzeugen, wie es scheint, ihre Sporen eben- 
falls nie innerhalb einer Fliissigkeit, sondern nur in den ober- 
flichlichen Decken, und zwar beobachtete Naegeli einige Male 
ganz bestimmt, da8 in einer mehrschichtigen Decke bloB die 
Stabchen und Faden der obersten (unmittelbar an Luft 
grenzenden) Schicht sporentragend waren. 

In Flissigkeiten lebende Schimmelpilze bilden nur an den 
in die Luft sich erhebenden Hyphen fettreiche Dauersporen. 

»Warum die Pilze zur Erzeugung von Fett gerade Sauer- 
stoff bediirfen, bleibt vorerst noch eine offene Frage. Es gibt 
noch andere Beispiele, wo die Umwandlung von sauerstoff- 
reicheren in sauerstoffarmere Verbindungen in der organischen 
Welt nur unter Einwirkung von Oxydation vor sich geht. So 
entsteht beim Cuticularisierungs- oder VerkorkungsprozeB der 
Wachsiiberzug an der Oberfliche der Pflanzengewebe aus 
Cellulose (Zucker) nur bei Luftzutritt. So ist ferner der freie 
Sauerstoff fiir die Ernahrung der niederen Pilze gerade bei 
sauerstofireichen Nahrstoffen unentbehrlich.“ 

Die von Naegeli und Loew beschriebenen Versuche an 
Schimmel weisen einen schlieBlichen Fettgehalt des Schimmels 
(Penicillium) von 6 bis 18°/, auf. 

Einen besonders groBen Fettgehalt zeigt der Schimmel im 
Zustand der ,,Involution*. Der hierauf beziigliche Versuch sei 
darum noch speziell erwahnt. 

»Um die bei der Involution vor sich gehende Anderung 
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der Zusammensetzung des Schimmels genauer zu _ verfolgen, 
wurde frischer, auf einer aus KiweiB (1°/,) und Zucker (2°/,) 
bestehenden Nahrlésung gewachsener Schimmelrasen in kleine 
Stiicke zerschnitten und */, der Masse in verdiinnte Phosphor- 
siurelésung von 1°/, Gehalt gelegt, wahrend */, getrocknet und 
zur Analyse verwendet wurde; letzteres wog 1,456 g. 0,982 g 
gaben 0,158 g Fettsiure — 16,09°/). 

Da diese Fettsiure im wesentlichen Olsaure ist, so be- 
rechnet sich hieraus = 18,50°/, neutrales Fett. 

0,479 g gaben 0,228 Pt = 6,84°/, N. 

Nach vier Wochen war der der Involution iiberlassene 
Schimmel in eine lockere weiBe Masse verwandelt, der friihere 
kompakte Rasen war in einzelne Faden zerfallen und hatte 
nicht unerhebliche Mengen von Stoffen an die Fliissigkeit ab- 
gegeben, was aus der Bildung eines neuen Schimmelrasens an 
der Oberfliche hervorging. 

Dieser wurde abgenommen und vom alten Schimmel ge- 
trennt; letzterer wurde abfiltriert, gewaschen und getrocknet. 

Er wog nur noch 0,7475 g. 

0,521 g gaben 0,229 Fettsiure = 43,9°/,, 

oder 50,54°/, neutrales Fett. 

0,2265 g gaben 0,043 Pt = 2,69°/, N. 

Es ergibt sich also hieraus unter Verlust von EiweiB eine 
starke Anhaufung von Fett. 

Der Schimmel hatte °/, seines Gewichtes verloren und 
zeigte im wesentlichen folgende Zusammensetzung: 


Vor Nach 
der Involution 
Te ae ae 16,5 


6! 8 ate ee ea ind Gerd, i 50,5 
Cellulose (inkl. Extrakt- u. Mineralstoffe) 38,8 33,0 


Das gilt von Schimmel! 

Die Hefe ist iiberhaupt nicht so zur Fettbildung geneigt 
wie die Schimmelpilze, und es wird ein derart extremer Fett- 
gehalt bei Hefe wohl kaum jemals erreicht werden kénnen; 
derselbe reicht ja an den Fettgehalt der eigentlichen Olpflanzen 
heran, welche bei den Phanerogamen zu suchen sind. 

Erdmandeln z. B. enthalten durchschnittlich 51,39°/, Fett, 
die Samen der Olpalme 47,5 bis 51°/,, Leinsamen 20 bis 40°/,, 
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Olrapssamen bis 49°/,, Mohnsamen 40°/,, Zirbelkiefersamen 
49°), Fichtensamen 35°/, usw. 

Bei Kryptogamen bleibt der Fettgehalt meist weit hinter 
diesen Zahlen zuriick. 

Doch enthalten manche Sporen groBe Fettmengen. So 
enthalten Barlappsporen (Barlappsamen) bis zu 50°/, Fett). 

Pilze bilden bald mehr, bald weniger Fett. 

Bei Faulnispilzen wurden 6 bis 7°/, Fett in der Trocken- 
substanz vorgefunden. 

Bei héheren Pilzen ist die Eigenschaft, Fett als Reserve- 
nahrung abzulagern in Fruchtkérpern, Dauermycelien, Sklerotien, 
Sporen, sehr verbreitet. 

Fruchtkérper von Pilzen, die gegessen werden, enthalten 
meist keine groBen Fettmengen. So Cantharellus cibarius 
1,15°/, im Trockengewicht, der Champignon 0,15°/, vom Frisch- 
gewicht, 0,45°/, im Trockengewicht; die Speisemorchel 0,15°/, 
im Frischgewicht, der Steinpilz 1,72°/, Fett im Trockengewicht. 
Das ist kein erheblicher Fettgehalt! 

In den untersuchten Meeresalgen ist nur ein geringer Fett- 
gehalt festgestellt worden. Er betragt */, bis 2°/, in der 
Trockensubstanz. 

Bei Flechten wurde ein sehr wechselnder Fettgehalt ge- 
funden, manchmal sehr hoch, so bei der Kalkflechte (Verrucaria 
calciseda) zu 80°/, der Trockensubstanz! Doch bedarf das noch 
weiterer Untersuchung. Islaindisches Moos enthilt ca. 1,40°/, 
Fett in der Trockensubstanz. 

Unsere SiiBwasseralgen enthalten meist auch nicht viel 
Fett (ausgenommen die mikroskopisch kleinen Diatomeen, die 
bekanntlich statt Starke Fett aufspeichern). Verfasser und 
Loew fanden aber doch bei Spirogyra 8 bis 9°/, Fett in der 
Trockensubstanz vor. 

Manche Moosarten haben bei der Untersuchung ansehnliche 
Fettmengen ergeben, so das Bryum roseum bis zu 18°/, Fett. 

Was nun das Fett in der Hefe und die praktische Seite 
dieses Fettgehaltes anlangt, so lé8t sich aus dem bisher Mit- 
geteilten entnehmen, da8 von einem Fettreichtum der Hefe 


*) Diese und die folgenden Zahlen sind aus Kénig, Nahrungs- und 
GenuBmittel sowie aus Czapek, Biochemie, entnommen. 
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nicht gesprochen werden kann, soweit die Handelshefe in ihrem 
normalen Zustande in Betracht kommt. 

Der Fettgehalt derselben bewegt sich in sehr bescheidenen 
Grenzen. 

Eine Steigerung des Fettgehaltes durch bestimmte Ernah- 
rungsverhaltnisse ist ja wohl durch obige Versuche in einzelnen 
Fallen konstatiert worden; aber dieselbe ist keine so erhebliche, 
da8 man daraus praktische Gewinnung erhoffen kénnte, auch 
kame das Fett bei dieser Ernahrung viel zu teuer. 

Es miissen wohl andere Wege eingeschlagen werden als 
der einer kostspieligen Uberernihrung der Hefe. 

Vielleicht weist uns der oben angefiihrte Versuch von 
Naegeli und Loew iiber die Involution des Schimmelpilzes 
und die innere Umwandlung, die derselbe hierbei erfaihrt (Ver- 
lust an Eiwei8 und starke Fettanhiufung ist zu bemerken), den 
Weg zur Fetthefe. 

Versuche hieriiber sind beabsichtigt. 

SchluBbemerkung: Es wurde soeben darauf hingewiesen, 
daB eine Fettbildung in der Hefezelle durch Verainderung des 
Zellinhaltes ohne aéuBere Zufuhr geschehen kénne. Die oben 
erwahnten Versuche von Naegeli und Loew, wobei fettreiche 
Schimmel- oder auch Hefezellen erhalten wurden, waren mit 
phosphorsaurehaltigem Wasser angestellt. Die Phosphorsaure 
diente zur Fernhaltung der Bakterien von der Hefe. 

Das Auftreten von Fett konnte offenbar nur aus der Um- 
wandlung des Zellinhaltes selbst herstammen. 

Welcher Inhaltsstoff mag sich in Fett verwandelt haben? 

Damit kommen wir auf die chemischen Vorgange der 
Fettbildung. 

Es wurde oft behauptet und ist wohl jetzt erwiesen, dab 
eine Fettbildung aus EiweiB geschehen kénne, ebenso eine 
Kohlenhydratbildung. 

Auf tierphysiologischem Gebiet liegen beweisende Ex- 


perimente vor. 
So haben die Tierphysiologen dargetan, da8 im Tierkérper 


bei reiner EiweiBfiitterung Glykogen und Milchzucker auftritt. 


Schiitzenberger hat bei Einwirkung von Atzbaryt auf 
Eiwei8 unter anderm einen dextrinartigen K6rper isoliert. 
Die Entstehung von Fettséuren aus Eiwei8 hat man aus 
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dem vermehrten Fettgehalt der Milch bei reichlicher EiweiB- 
kost geschlossen. 

Indirekte Bildung des Fettes aus abgespaltenem Zucker 
ist weniger wahrscheinlich. 

Voit hat die Ansicht vertreten, daB durch Spaltung von 
Eiwei8 im Tierkérper Fett, Harnstoff und Kohlensdure ent- 
stehen (als Hauptspaltungsprodukte). 

Pfliger hat bei Besprechung der intramolekularen Atmung 
darauf hingewiesen, daB bei mangelnder Sauerstoffzufubr eine 
EiweiBzersetzung unter Bildung von Fett, Kohlensiure und 
Ammoniak (letzteres mit einem Teile der Kohlensaéure zu Harn- 
stoff zusammentretend) anzunehmen sei. 

O. Loew nimmt an, daB Teile des EiweiBmolekiiles iiber 
Leucin als Zwischenstufe in Fett iibergehen *): 


a) CHOH — COOH +H 
| | 
b) CH — NH CH — NH, 
Komplex in | | 
dem Molekiil | ¢) ti owe i ~ ~ + CO, 
des aktiven — 
d) CH 
Albumins | H,O W 
e) CH-NH CH, + NH, 
| | 
f) C—CHOH CH, + CO, 





Bei diesem Proze8 wird Ammoniak und Kohlensaure ab- 
gespalten. 

Es hat ja die Vorstellung, daB Fett aus dem Protoplasma- 
eiweiB gebildet wird, gewiB viel fiir sich. Denn das Eiweib- 
molekiil ist so kompliziert gebaut und mit so verschiedenartigen 
Atomkomplexen und Atomgruppen versehen, daB auch Fett 
daraus abgespalten werden kann, ebenso wie KG6rper, die einer 
ganz andern Korperklasse als die Fette angehéren, Kohlen- 
hydrate. 

Wir sehen oft, wie das Protoplasma, wenn es freigelegt 
wurde, an seiner neuen Oberfliche eine neue Cellulosehaut ab- 
scheidet. Derartige Vorginge sind bei manchen Pflanzenobjek- 
ten leicht zu beobachten. Die Hautbildung geht so rasch vor 


*) O. Loew und Th. Bokorny, Chem. Kraftquelle, S. 27 u. 31. 
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sich, daB8 man sich des Eindrucks, als sei die Cellulose un- 
mittelbar aus dem Protoplasma entstanden, nicht erwehren kann. 

Gewohnlich nimmt man in pflanzenphysiologischen Kreisen 
an, daB an der Stelle der Celluloseneubildung Zucker anwesend 
sei (von selbst oder durch Transport). Dann wiirde dem Proto- 
plasma nur die Rolle eines synthetisierenden Enzymes zu- 
kommen, das die Verwandlung von Zucker in Cellulose bewirkt. 

Die chemische Umwandlung, die hierbei vor sich geht, ist 
nun vielleicht doch keine allzu groBe, als daB man sie einem 
Enzym zutrauen kénnte. 

Anders ist es bei Fett, wenn dasselbe, wie Physiologen 
annehmen, aus den verschiedenartigsten Stoffen, die von auBen 
zugefiihrt wurden, gebildet werden kann. 

Fett aus Kohlenhydrat! 

Das ist eine gewaltige Umwandlung. 

C,H. 9%, C,, H,, 9, 
Traubenzucker Fettsaéure 

Ein synthetisierender und ein weitgehender Reduktions- 
vorgang zugleich miiBte hier Platz greifen. 

Wenn Neutralfett gebildet wird, miBte auBerdem noch 
Glycerin erzeugt werden, das sich mit der Fettséure zu einem 
Salz verbindet. 

C, H,, 0, Cy H, 0, 
Traubenzucker Glycerin 

Das wire ja eine geringere Differenz. 

Die Fettséure miiBte mit dem entstandenen Glycerin ver- 
bunden werden, was auch fiir Enzyme erreichbar ist. 

Aber die erste Umwandlung, von Traubenzucker zu Fett- 
saure ! 

Da nun auch noch andere Ausgangsmaterialien in Betracht 
kommen als Kohlenhydrate, so diirfte wohl die Annahme, da8 
zuerst Protoplasmaeiwei8 gebildet wird, aus dem die Fettsiure 
abgespalten wird, manches fiir sich haben. 

Es wurde in den vom Verfasser angestellten Versuchen 
nur einmal eine nennenswerte Anhiufung von Fett erreicht 
(Versuch 1, 2 und 3). 

Schon der erste Blick auf die Platinschalchen mit dem 
Fett belehrte mich, daB ein Erfolg vorlag. 
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Wahrend sonst winzige Trépfchen Fett bei der Atherver- 
dunstung zuriickblieben, resultierte diesmal eine auffallend 
gréBere Menge von Fett. Die Wagung bestatigte das. 

Dabei war die Trockensubstanz in diesen Versuchen nicht 
gestiegen, was wohl auf das Auftreten der rascher wachsenden 
Bakterien zum Teil zuriickzufiihren war, die ja immer einen 
groBen Teil der Nahrung vergasen. 

Die Untersuchung ergab zum Teil pathologische Hefezellen. 

Es scheint demnach der Erfolg dieser Fettbildungsversuche 
auf einer krankhaften Veranderung der Hefe zu beruhen, die 
nun zu einer normal nicht auftretenden starkeren Fettanhéufung 
in ihren Zellen schritt. 

Weitere Versuche iiber die Fettbildung in der Hefe sind 
beabsichtigt. 

Bemerkt sei nur noch, daB die Temperatur bei all den 
angefiihrten Versuchen nur Zimmertemperatur war, ferner daB 
der Sauerstoff infolge der Gaérung ziemlich ausgeschlossen war, 
was vielleicht ungiinstig auf den FettbildungsprozeB gewirkt hat. 

So viel kann immerhin schon jetzt gesagt werden, daB die 
Hefe kein fiir Fettbildung recht giinstiger Pilz ist. 

Leichter und reichlicher kommt eine Anhaufung von Gly- 
kogen zustande. 

Dasselbe wurde zuerst von Errara’‘) nachgewiesen und 
spiter von Cremer®*), Clautriau usw. studiert. Es vertritt 
bei den Pilzen die Starke. 

Die Anwesenheit von Glykogen ist z. B. bei reichlicher 
Zufuhr von Zucker zu konstatieren. Nach Cremer tritt schon 
3 bis 4 Stunden nach Darbietung eines geeigneten Kohlenhydrates 
eine intensive Glykogenspeicherung in der (vorher glykogen- 
frei gemachten) Hefezelle ein. 

AuBer Traubenzucker wirkt noch d-Mannose, d-Galaktose 
und d-Fructose glykogenspeichernd. 

Nach E. Laurent wirkt auch Milchzucker glykogen- 
speichernd. 

Auch bei Darbietung von Nichtzuckern wie Glycerin kann 
nach E. Laurent Glykogen gespeichert werden. 





1) Compt. rend. 101. 
*) Chem. Ber. 32. 
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Nimmt wihrend der Garung der Zuckergehalt bis zu einem 
gewissen Grade ab, so geht auch der Glykogengehalt herunter *), 
er steigt auf neuen Zuckerzusatz wieder an. 

Bei héherer Temperatur tritt das Glykogen schneller auf 
als bei niederer. 

Durch Luftzutritt wird die Glykogenbildung geférdert. 

Je weniger sauer die Lésung ist, desto besser geht die 
Glykogenbildung vor sich (Duclaux). 

Wird die Hefe gelagert, so verliert sie Glykogen, beson- 
ders bei héherer Temperatur (bei 37° am meisten). 

Nach der Natur der Hefe und der Zusammensetzung der 
Nahrlésung wechselt der Glykogengehalt der Hefe stark. 

Schénfeld und Krampf fanden in der obergarigen Hefe A 
der V.L.B. in Berlin 39°/, Glykogen! 

Dagegen enthalten nach Lindner und Henneberg ge- 
wisse Heferassen iiberhaupt kein Glykogen! 

Das sind Dinge, die auch beziiglich des Fettgehaltes der 
Hefe méglicherweise gelten kénnen und jedenfalls bei Unter- 
suchungen iiber Fett in der Hefe ins Auge gefaBt werden 
miissen. 

Ferner wird angegeben, daB Glykogen- und EiweiSgehalt 
der Hefe in umgekehrtem Verhialtnis stehen. 

Das erinnert einigermaBen an den Naegeli-Loewschen 
Befund, wonach das EiweiB bei der ,,Involution* von Pilzen 
schwindet, wahrend das Fett angehauft wird. 

Man kann in diesem Falle von dem Fett dasselbe be- 
haupten, was von dem Glykogen behauptet wurde, namlich, 
daB das Eiwei8 abnimmt, wenn das Fett zunimmt. 

Untersuchungen iiber diese wichtigen Dinge sind von hohem 
Interesse. 

Vielfach wird an eine direkte Umwandlung von Kohlen- 
hydrat in Fett geglaubt, was zwar chemisch durchaus nicht 
wahrscheinlich ist (siehe oben), aber in manchen Beobachtungen 
eine Stiitze findet. 

So hat man im Holz der Baume scheinbar Fettbildung 
aus Starke beobachtet. 

Wenn der Herbst einsetzt, geht in dem Holze unserer 





1) Euler, Chemie der Hefe, S. 89. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 25 
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Forst-, Obst- und Zierbiume eine merkwiirdige chemische Ver- 
wandlung vor sich. 

Die Starke, die bis dahin in den Parenchymzellen des 
Holzes abgelagert war, um spater zum Zellenaufbau in den 
austreibenden Knospen zu dienen, verwandelt sich allmahlich 
in Fett, wenn man so sagen darf. Faktisch findet man im 
Spiatherbst Fetttropfen an Stelle der Stirke vor. Es soll ja 
nicht behauptet werden, daB die Umwandlung eine direkte sei. 

In diesem fetthaltigen Zustand, der bis Mitte Dezember 
perfekt geworden ist, verharrt das Holz bis Ende Februar. 

Dann beginnt eine Riickverwandlung. An Stelle der Fett- 
tropfen treten dann wieder Kohlenhydrate, die bald eine Wan- 
derung (als Zuckerstoff) zu den austreibenden Knospen und 
Wurzeln anzutreten haben, Mit dem Friihjahr ist der Fett- 
gehalt des Holzes wieder verschwunden, 

Im Winter haben wir also fetthaltiges Holz. 

Der Fettgehalt ist freilich recht schwankend je nach der 
Art des Holzes. Der Wald birgt immerhin in dieser Zeit eine 
groBe Menge Fett. 

A. Fischer unterscheidet die Fettbiume, wie die Birke, 
Kiefer, Linde, in denen betrachtliche Fettmengen wihrend 
des Winters auftreten, von den Starkebaumen, in denen gegen 
den Winter zu die Starke nur wenig schwindet und dem Fette 
Platz macht. Erstere sind gewdéhnlich weichholzig, letztere 
hartholzig. 

Lindenzweige enthalten im Winter in der Trocken- 
substanz 9 bis 10°, Fett. 

Wie das Fett aus den Olsamen verschwindet, hat J. Sachs 
bei der Keimung von Cucurbita, deren Kotyledonen hierzu 
(wie auch die von Helianthus) gute Studienobjekte darstellen, 
mikroskopisch beobachtet. 

Am 4. bis 5. Keimungstage bemerkt man deutliche Ver- 
anderungen im Zellinhalte des fettfuhrenden Gewebes, 

Das Plasma ist grobschaumig geworden und in seinen 
Stringen und Platten sind zahlreiche Oltropfen sichtbar. 

Es macht den Eindruck, als ob das Fett anfinglich in 
kolloidaler Lésung im nicht vakuolisierten Plasma vorhanden 
gewesen wire und bei Erreichung eines bestimmten Quellungs- 
zustandes des Protoplasten eine Entmischung erfolgen wiirde. 
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r- Die Oltropfen nehmen nun an Zahl allmahlich deutlich ab, 
je weiter die Keimung fortschreitet. 
28 Es nimmt also das Fett im keimenden Samen die Form 
n einer Emulsion an. ; 
+h Das Fett nimmt dabei stetig ab und verschwindet schlieBlich: ‘ 
m Fett °/, : { 
‘a Ricinussamen ungekeimt (nach Maquenne). . 51,40 
“ ” mnel... TOP i) coe cee eee! SO 
“ " tke eee ee Ce 
: " a ee ee eee ee 
t- ‘ . + cS of oon ue ate ecand Me 
" Es ist fiir die Erkenntnis der physiologischen Verwand- | 
d lungsfihigkeit des Fettes von Belang, daB es Sachs schien, i 
t- als ob das Fett zuerst kolloidal gelést gewesen sei im Proto- f 
plasma, das dann Oltropfen ausschied. DaB das Fett als solches a 
kolloidal wird und sich auflést, ist natiirlich ausgeschlossen. W 
- Es muB eine chemische Umwandlung stattgefunden haben, eine ( 
- . Art Verseifung oder auch eine voriibergehende Umwandlung in 4 
Lecithin oder sogar in ProtoplasmaeiweiB. 4 
e, Was den Nachweis und die Bestimmung des Fettes : 
d ; in der Hefe anlangt, so sei noch folgendes bemerkt: Ni 
n 4 Das iibliche Reagens zum qualitativen Nachweis von 
Le a Fett (Fettsaiure) ist die Uberosmiumsiure. 
m iq Von der Propionsiure an aufwirts scheiden alle Fettsiuren 
7 aus 1°/,iger Uberosmiumsaureldésung schwarzes metallisches F 
‘ Osmium ab. i 
Freilich tun dies auch manche andere in der Zelle vor- - 
st. kommenden Stoffe wie Leucin und Tyrosin, zwei Spaltungs- i 
- : produkte von EiweiB. \ 
n, F Hingegen kann man lange Zeit Pepton oder (von Fett und ; 
Lecithin befreites) Albumin mit 1°/,iger Uberosmiumsiure er- | 
‘. : wirmen, ohne da eine Spur von schwarzem Osmiumnieder- : 
schlag entsteht. 
" ‘ Man kann auch in dem Farbstoff Sudan III (Amidoazo- 
i benzolazo-f-Naphthol), und zwar in alkoholischer Lésung, das u 
n : Fett erkennen. Die Fetttrépfchen nehmen dabei eine gelbrote i 
n bis rote Farbung an, bevor sie sich zu groBeren Tropfen ver- | 
.. einigen *). ‘| 
ie, ea | 
e. i 1) Euler, Chemie der Hefe, S. 70. 4 
25* | 
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Quantitativ bestimmt man das Fett durch Atherextrak- 
tion und Verdampfen des Athers, Wagen des Riickstandes. Es 
ist natiirlich nicht ausgeschlossen, daB auBer den eigentlichen 
Fettsubstanzen noch andere hier miterhalten werden, die nicht 
Fett sind, aber doch in Ather sich lésen. 

Nach friiheren Angaben ist eine vorherige Zerstérung der 
Zellenwand der Hefezelle (durch Salzsiure) nétig, um mit Ather 
alles Fett herauszichen zu kénnen. Wenn man diese Vorsicht 
auBer acht laéBt, ist es méglich, daB man nur den dritten Teil 
des wirklich vorhandenen Fettes erhilt. 

Um diesen Punkt zu priifen, wurden zunichst einige Vor- 
versuche gemacht. 

3 g an der Luft getrocknete Hefe (aus kauflicher Miinchner 
Brauerei-PreBhefe erhalten) wurden direkt mit Ather extrahiert. 
Nach dem Eindunsten (bei gew. Temperatur) in einer gewogenen 
Platinschale ergab sich 0,07 g Fett; das Fett war nahezu ge- 
schmacklos, schwach gelblich. 

Das macht 2,66°/, Fett in der Trockensubstanz. 

Eine nicht groBe, aber doch innerhalb der gewohnlichen 
Grenzen (2 bis 5°/,) liegende Fettmenge. 

Weitere 3g derselben Trockenhefe wurden zunachst mit 
konzentrierter Salzsiure iibergossen. 

Es stellte sich nach 24 Stunden eine intensive homogene 
Violettfarbung (von Tryptophan?) ein; die Hefe war in eine 
dicke, violette Fliissigkeit tibergegangen, in der man unter dem 
Mikroskop keine Hefezellen mehr auffinden konnte; es fanden 
sich nur noch feinkérnige Reste vor; die Zellmembran war 
also zerstort. 

Nun wurde die Masse mit Ather ausgeschiittelt und mehrere 
Stunden stehen gelassen, dann wieder geschiittelt. Der Ather 
setzte sich farblos oben ab. Die Hefemasse wurde steif und 
schien den Ather wenig eindringen zu lassen. 

Tatsichlich ergab der abgegossene Ather beim Eindunsten 
fast keinen Riickstand. Die Wagung ergab nur 0,02 g Fett. 

Das betriigt 0,66°/, Fett in der Trockensubstanz der Hefe. 

Da die Hefe von ganz derselben Portion genommen war, 
muBte hier ein Fehler in der Methode sein, sonst hitte sich 
dieselbe Fettquantitét wie vorhin ergeben. 

Noch weniger Fett ergab sich bei einer dritten Fettbe- 
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stimmung, die an einer neuen, aber auch von derselben Portion 
PreBhefe stammenden Fettquantitaét gemacht wurde. 

Die PreBhefe wurde diesmal direkt, ohne Trocknung oder 
sonstige Vorbehandlung, mit Ather ausgeschiittelt. 

Es ergab sich nur 0,33°/, Fett in der Trockensubstanz. 

Da die dickschleimige Beschaffenheit der Masse bei der 
Salzséuremethode hinderlich war, wurde noch einmal ein Salz- 
siureversuch gemacht, bei dem 25 g PreBhefe mit konz. Salz- 
sdure Ubergossen und dann nach 24 Stunden mit kohlensaurem 
Natron neutralisiert wurden bis zur kraftigen alkalischen Re- 
aktion. Die nun diinnfliissige Masse sollte auf dem Filter 
gesammelt, getrocknet und mit Ather ausgezogen werden. Es 
ergab sich aber ein tribes Filtrat und wenig Riickstand auf 
dem Filter, so daB von einer Bestimmung des Fettes durch 
Atherextraktion der Hefemasse abgesehen werden muBte. 

Ein Kontrollversuch, mit ebenfalls 25 g derselben Hefe- 
portion angestellt, wobei die Hefe direkt an der Luft getrock- 
net und dann mit Ather extrahiert wurde, wurde dann fallen 
gelassen. 

In den vorstehenden Versuchen ist immer nur die Ex- 
traktion der Trockenhefe mit Ather angewendet worden. 























Emulsin und Myrosin in der Miinchener Brauerei- 
preBhefe (zum Teil auch in GetreidepreShefe). 
Von 


Th. Bokorny. 
(Eingegangen am 15. April 1916.) 


Allgemeines tiber Enzyme. 

DaB in der Hefe ein emulsinartiges wie auch ein myrosin- 
artiges Ferment enthalten sei, geht aus folgenden einfachen 
Versuchen hervor. 

Man reibe die PreBhefe (frisch oder trocken) mit Amygdalin 
einerseits und mit myronsaurem Kali andererseits zusammen, 
fiige so viel Wasser hinzu, daB ein Brei entsteht, und lasse die 
Mischungen im warmen Zimmer stehen (eventuell geht es auch 
ohne jeden Wasserzusatz, wenn frische PreBhefe angewandt wird). 

Nach 24 bis 48 Stunden beginnt eine Garung, man be- 
merkt dann auch den Geruch nach den Spaltungsprodukten 
(Bittermandelél, Senfél . . .). 

Schon die eintretende Garung allein weist auf die einge- 
tretene Spaltung hin. Denn zur Girung gehért Zucker, und 
dieser wird durch die Spaltung frei: 


Amygdalin, C,,H,,NO,, 
Bittermandelél + Blausiure +- Traubenzucker 
C,H,-CHO + NC-H + C,H,,0, 
Myronsaures Kali, C,,H,,KO,NS, +- H,O 
Allylsenfél +- saures K-sulfat +- Traubenzucker 
SC: N-C,H, +- KHSO, +-C,H,,0, 
Ich habe 1g Amygdalin teils trocken mit 2 g PreB- 


hefe zusammengemischt, teils unter Zusatz von 10, 20 oder 
40 ccm Wasser und konnte iiberall den deutlichsten Bittermandel- 
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dlgeruch bemerken. Fiaulnis trat bei keinem der Versuche ein, 
offenbar wegen der faulniswidrigen Beschaffenheit der Spaltungs- 
produkte, auch nicht binnen 14 Tagen im warmen Zimmer. 
Myronsaures Kali ergibt unter ahnlichen Verhaltnissen Senfol- 
geruch, auch ohne jegliche Faulnis. 

Nimmt man dasselbe Experiment an Arbutin, Coniferin, 
Salicin vor, so ereignet sich nichts Bemerkbares und Bemerkens- 
wertes; weder Garung noch Geruchsentwicklung tritt auf, ob- 
wohl iiberall Traubenzucker bei der Spaltung entsteht. 


Arbutin, C,,H,,0, 
Hydrochinon -++- Traubenzucker 
C,H,(OH), (1 : 4) C,H,,0, 
Coniferin, C,,H,,O, + 2H,O 
Coniferylalkohol -+- Traubenzucker 








OH, C,H,0, 
C,H, COCH,3 
\o,H, -OH, 
Salicin 





Saligenin +- Traubenzucker 
(Oxybenzylalkohol) C,H,,0, 


Ce cH, OH. 


Es tritt offenbar an diesen 3 Glucosiden mit Hefe keine 
Spaltung ein. 

Um die Empfindlichkeit des Emulsins der Hefe zu 
priifen, wurden folgende Versuche aufgestellt: 


Versuch a (Kontrollversuch). 


Hefe (Miinchner BrauereipreB-) . 1,0 g 
ps ss 6 as 4 8 se ee 
eee, bos we ek we wt eee 


Die Mischung wurde in einem mit Kork verstopften Rea- 
gensglas im Zimmer (am Tage warm, nachts kiihl) aufgestellt. 

Als ich nach 24 Stunden nachsah, war der Stépsel heraus- 
geschleudert, die Mischung in lebhafter Girung. Bittermandel- 
élgeruch lieB sich leicht feststellen. 

Nach 14 Tagen war der Bittermandelélgeruch noch unver- 
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mindert zu bemerken. Die Garung war langst beendet, iiber 
der Hefe stand eine klare Fliissigkeit. 

Die verwendete Hefe hatte also offenbar eine Spaltung des 
Amygdalins und dann Vergirung des freigewordenen Trauben- 
zuckers bewirkt. 

DaB dies nicht etwa das Werk von Bakterien’) gewesen 
ist, dafiir spricht die relative Reinheit der angewandten PreB- 
hefe, ferner die Kiirze der Versuchszeit bis zum Eintritt der 
Garung und des Geruches, endlich die alkoholische Girung und 
ihre antibakterielle Wirkung. 


Versuch b. 
Hefe (BrauereipreB-) ..... 10g 
Sm ks Se so IO 
Schwefelsiure von 0,1°/, . . 10,0 ccm. 


Auch hier trat sehr lebhafte Garung ein, die den Stdpsel 
herausschleuderte. Bittermandelolgeruch war deutlich zu kon- 
statieren. 

Nach 14 Tagen war der Bittermandelélgeruch ebenso zu 
bemerken. Die Garung war beendet, die Hefe abgesetzt, 
Fliissigkeit klar. 

0,1°/, Schwefelsiure ist also, auch bei andauernder An- 
wesenheit neben und in der Hefe, nicht imstande, die Emulsin- 
wirkung unmdglich zu machen. 

Das Emulsin wird also durch 0,1°/, Schwefelsiure 
nicht abgetotet. 

Versuch ce. 


Hefe (BrauereipreB-) ..... 10g 
a eS 
Schwefelsiure von 0,5°/, . . 10,0 ccm. 


Die Garung trat nur schwach ein. Bittermandeldlgeruch 
nur anfangs etwas, nach 5 Tagen nicht mehr. 

Nach 14 Tagen kaum Spuren eines Bittermandeldlgeruches. 

Offenbar wird das Hefeemulsin durch 0,5°/,ige Schwefel- 
sdure getotet. 


1) Faulnis trat auch nach wochenlangem Stehen nicht auf, offenbar 
wegen der antibakteriellen Wirkung des Bittermandeléls und der Blau- 
saure. 
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Das ist kein ganz unerwartetes Resultat. 

Denn schon 0,135°/,ige Salzsiure hebt die Wirkung des 
Mandelemulsins binnen */, Stunde vdllig auf. 

0,1°/, Salzsiure macht die Malzdiastase bei 40° binnen 
wenigen Stunden unwirksam (hier ist allerdings die relativ hohe 
Temperatur 40° noch behilflich bei der schadlichen Wirkung 
des Fermentes). 0,5°/, Schwefelsiure tétet die Zymase usw. 


Versuch d. 
Hefe (BrauereipreB-) ..... 1,08 
RE Sia asc eis feet, Cie 
Schwefelsdure von 1°/,. . . 10,0 ccm. 


Die Garung trat hier gar nicht ein (obwohl die Hefe lange 
Zeit mit der amygdalinhaltigen Fliissigkeit in Beriihrung ge- 
lassen wurde). 

Kein Bittermandelélgeruch. 

Nach 14 Tagen ebenfalls kein Bittermandelélgeruch. 

Auch durch 1°/, ige Schwefelsiure wird das Hefe-Emulsin 
getétet, was ja nach dem vorausgehenden Versuch nicht mehr 
zweifelhaft war. 

Versuch d ware nicht aufgestellt worden, wenn das Resultat 
des Versuches c schon vorher bekannt gewesen wire. 

Was den Versuch b mit 0,1°/, iger Schwefelsiure anlangt, 
so kénnte ein Zweifel aufsteigen, ob denn die angewandte 
Schwefelsiuremenge quantitativ ausreichend war, um Hefe und 
Ferment zu toten, wenn eine schadliche Wirkung bei solcher 
Verdiinnung noch_zustande kam. 

Aus meinen quantitativen Versuchen (iiber Trennung von 
Leben- und Garkraft in der Hefe)') wissen wir, daB 3 ccm einer 
0,5°/,igen Schwefelséure ausreichen, um Hefe und Ferment 
abzutéten in 2 g Hefe (von 30°/, Tr.-S.). 

Es wiirden 1,5 ccm einer 0,5°/, igen Schwefelsaéure reichen 
fiir 1 g Prebhefe. 

7,5 com einer 0,1°],igen Schwefelsiure muBten ausreichen 
fiir 1g Prebhefe. 

Da nun tatsachlich 10 ccm einer 0,1°/,igen Schwefelsiure 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 114. 
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angewandt wurden, so kann iiber das event. Ausreichen dieser 
Giftmenge kein Zweifel obwalten. 

Der Versuch b hat faktisch nur deswegen positives Resultat 
ergeben, weil die Verdiinnung 0,1°/, zu gering ist fiir eine 
tédliche Einwirkung. 

Uber die Wirkung der Temperatur wurden folgende Ver- 
suche angestellt : 

Versuch e. 
Hefe (GetreidepreB-) ..... 108 
gees ss VY Vee Do 
Wasser von Temperatur 100° . 25,0 ccm. 


Durch eine so hohe Temperatur werden die meisten En- 
zyme getotet. 
Es war also auch hier ein negatives Resultat zu erwarten, 
Faktisch ergab sich bei Zusatz von Amygdalin zu dem 
Versuch weder nach 24 Stunden, noch nach 48 Stunden oder 
nach 3 Tagen eine Spur von Girung oder von Bittermandeldl- 
geruch. 
Das Ferment Hefeemulsin wird also durch 100° feuchte 
Hitze getotet. 
Versuch f. 
Hefe (GetreidepreB-) ..... 108 
ME on nk 6 gn « 0 OR 
Wasser von Temperatur 80° . 25,0 cem. 


Ahnlich wie bei Versuch e war das Resultat auch hier. 

Weder Garung noch Bittermandelélgeruch wurde binnen 
3 Tagen erhalten. 

Es ist also auch 80° feuchte Hitze fiir das Hefemyrosin 
tédlich. Auch das war zu erwarten. 


Versuch g. 


Hefe (GetreidepreB-) ..... 1,08 
OD 6 esis tle ts ee ee 
Wasser von Temperatur 50° . 25,0 ccm. 


In den Arbeiten iiber Mandelemulsin wird die tédliche 
Températur zu 70° angegeben. 

Es stand also einigermaBen zu erwarten, da hier ein 
positives Resultat hervorkommen werde. 


ee al 
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Das war aber nicht der Fall. - 

Weder nach 1, noch nach 2, noch nach 3 oder 4 Tagen 
war eine Spur von Giarung oder von Bittermandelélgeruch zu 
bemerken. 

Somit ertrigt das Hefeemulsin nicht einmal eine feuchte 
Hitze von 50° (5 Minuten lang). 


Versuch h (Kontrollversuch). 
Hefe (GetreidepreB-) ..... 108 
RR sé 44: ioe oe He 
Wasser von Temperatur 20° . 25,0 cem. 


Hier endlich wurde ein positives Resultat erhalten. 

Freilich trat der Bittermandelélgeruch nach 24 Stunden 
erst recht schwach hervor; besser nach 2 und nach 3 Tagen. 

Offenbar enthalt die GetreidepreBhefe nicht so viel 
Emulsin wie die BrauereipreBhefe. 

Folgende Versuche wurden dann noch iiber die Wirkung 
der Essigsaéure auf das Hefeemulsin angestellt: 


Versuch i. 
Hefe (GetreidepreB-) ..... 10g 
Amygdalin ........ .. 0,6» (erst nach 24 Std. zu- 
gesetzt) 
Dest.Wasser von Temperatur 20° 25,0 ccm 
Essigsiure........ . 1,25 g d.i.5°/, (nach 24Std. 


abfiltriert und durch 
aq. dest. ersetzt). 
Dest.Wasser vonTemperatur 20° 25,0 cem. 


Nachdem die Essigsiure 24 Stunden lang auf die Hefe 
gewirkt hatte, wurde die Hefe ausgewaschen, damit von der 
anhangenden Siure befreit und nun mit reinem Wasser und 
Amygdalin versetzt. 

Es zeigte sich nach 24 bis 72 Stunden keine Spur von 
Gairung und von Bittermandelélgeruch. Die Essigsiure von 
5°), hatte also das Hefeemulsin unwirksam gemacht. 


Versuch k. 
Amygdalin .... 0,5 g (erst nach 24 Std. zugesetzt) 
Dest. Wasser von 20° 25,0 com 
Hefe (GetreidepreB-) 1,0 g 
Essigsiure. . . . 0,20» d.i.1°/,(nach 24Std.ausgewaschen 
und durch Wasser ersetzt) 
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Bei gleichem Verfahren wie bei Versuch i erfolgte weder 
Girung noch Auftreten von Bittermandeldlgeruch. 

Also war das Hefeemulsin durch 1°/, Essigsiure unwirk- 
sam geworden. 

DaB eine Garung auftreten wiirde, war selbst im Falle der 
Spaltung des Amygdalins bei Versuch i gar nicht, bei Versuch k 
nur wenig anzunehmen, da 5°/, Essigsiure die Zymase tétet, 


1°), schadigt. 
Versuch ]. 
Hefe (GetreidepreB-) . 1,0 g 
Amygdalin . . . . . 0,5» (erst nach 24 Std. zugesetzt) 
Dest. Wasser von 20° 25,0 ccm 
Essigsiure. . . . 0,125g d.i. 0,5°/, (nach 24Std. ausgewa- 


schen und durch Wasser ersetzt). 


Als die Essigsiure nach 24 Stunden weggewaschen und 
durch amygdalinhaltiges Wasser ersetzt war, trat binnen 4 Tagen 
kaum eine Spur von Bittermandelélgeruch oder Garung auf. 

Man kann sagen, daB die 0,5°/, Essigsiure binnen 24 Stun- 
den das Hefeemulsin unwirksam macht. 

Dasselbe ist gegen Essigsiure relativ stark empfindlich. 


Versuch m. 
Hefe (GetreidepreB-) . 1,0g 


Amygdalin. . . . . 0,5g (erst nach 24 Std. zugesetzt) 
Destilliertes Wasser . 50,0 g 
Alkohol .. . . . 50,0g (50°/,iger Alkohol also, der nach 


24 Std. weggegossen und durch 
amygdalinhaltiges Wasser ersetzt 
wurde). 


Bei 2 tagigem Stehen in Zimmertemperatur entwickelt sich 
ein ausgesprochener Bittermandelélgeruch; also war Amygdalin- 
spaltung eingetreten. Garung war nicht eingetreten, vermut- 
lich wegen der Gegenwart von soviel Alkohol. 

Man kann also sagen, daB das Hefeemulsin durch 50°/, igen 
Alkohol nicht unwirksam gemacht wird. 


Versuch n. 
Hefe (GetreidepreB-) . 10g 
Amygdalin. . . . . 0,5 g (erst nach 24 Std. mit dem Wasser 
zugesetzt) 
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Alkohol abs. . . . 50,0 g (100°/,iger Alkohol also, der nach 
24 Std. durch 50 ccm amygdalin- 
haltigen Wassers ersetzt wurde). 


Nach 2 tagigem Stehen der Hefe mit der reinen Amygdalin- 
lésung war etwas von Bittermandelélgeruch zu erkennen; keine 
Garung, wie wohl begreiflich. 

100°/,iger Alkohol tétet das Hefeemulsin wie auch viele 
andere Fermente, aber nicht sogleich vollstandig. Denn der 
Bittermandelélgeruch war nach 2 Tagen schwach zu erkennen. 
24 stiindige Einwirkung des absoluten Alkohols hatte nicht 
vollig ausgereicht. 

Versuch o. 
BiCas 2 i 2 ee Ve 
Amygdalin ...... . 0,5 g (erst nach 24 Std. nach Aus- 
waschen des CH,O zuge- 
geben) 
0,5°/,iger Formaldehyd 25,0 cem (nach 24 Std. durch Aq. 
dest. mit Amygdalin ersetzt). 


Nach 8 tigigem Stehen des Versuches war kein Bitter- 
mandelélgeruch wahrzunehmen. 

Der 0,5°/,ige Formaldehyd hatte also das Hefeemulsin 
unwirksam gemacht. 

Es stimmt das mit den Beobachtungen an anderen En- 
zymen iiberein, wobei Formaldehyd von dieser Konzentration 
meist als vernichtend gefunden wurde. 


Versuch p. 

eee sear wes eee 

Amygdalin ...... . 0,5 g (erst nach 24 Std., d. i. nach 
Auswaschen des Formalde- 
hyds, zugegeben) 

0,2°/,iger Formaldehyd 50,0 ccm (nach 24 Std. entfernt und 
durch Aq. dest. mit Amygda- 
lin ersetzt). 


Nach 8 taigigem Stehen schien es mir, als ob ganz schwacher 
Bittermandelélgeruch vorhanden sei. Doch war es zweifelhaft. 

Jedenfalls la8t 0,2°/, Formaldehyd bei 24 stiindiger Ein- 
wirkung kaum Spuren von der Wirksamkeit des Hefeemulsins 
iibrig. 
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Versuch q. 
ee er ee a ee 
Amygdalin ...... . 0,5 g (erst nach dem Auswaschen 


des Formaldehyds zugesetzt) 

0,1°,iger Formaldehyd 50,0ccm (nach 24 Std. entfernt und 
durch Aq. dest. mit Amygda- 
lin ersetzt). 


Auch hier war es nach 8 Tagen recht zweifelhaft, ob das 
Hefeemulsin gewirkt hatte. Es waren kaum Spuren von Bitter- 
mandelél wahrzunehmen. 


Versuch r (Kontrollversuch zu o mit q). 
tn we hte ee ee 
Amygdalin, ,... 0,58 
Aq. dest.. . . . . . 50,0 com 


Nach 8 tigigem Stehen des Versuches war ein sehr aus- 
gesprochener Bittermandelélgeruch wahrzunehmen. 


Versuch s. 
ele tes eee ee 
Amygdalin ....... . 05g (erst nach dem Aus- 


waschen des Sublimates 
mit 10 ccm Aq. dest. zu- 
gesetzt) 

Sublimat 0,02°/,ige Lésung 500,0 com (nach 24 Std. ausge- 
waschen). 


Als die Mischung nach 4 tagigem Stehen untersucht wurde, 
ergab sich, daB kein Bittermandeldél aufgetreten war. 

0,02°/, Sublimat hatte also das Hefeemulsin unwirksam 
gemacht. 

Es ist das eine auffallend groBe Empfindlichkeit gegen 
Sublimat. 

Denn nur bei Zymase reicht diese geringe Konzentration 
zur Abtétung des Fermentes aus, ferner auch bei der Hefe- 
maltase. 

Hingegen wird die Hefeinvertase sogar durch 0,1°/, noch 
nicht ganz vernichtet. 

Fiir Hefekatalase ist 0,1°/, nur schadlich. 
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Versuch t. 
meee Ge a ee 
Es sk at ww ee oe 
Sublimat 0,1°/,ige Lésung . 100,0 cem 


Da schon 0,02°/, tédlich wirkt, war anzunehmen, da8 auch 
0,1°/, das Hefeemulsin unwirksam machen werde. 
Das war auch der Fall. Es war nach 4 Tagen kein Bitter- 


mandelélgeruch wahrzunehmen. 
Es wiirde der Versuch iiberhaupt nicht aufgestellt worden 


sein, wenn das Resultat von Versuch s schon vorher bekannt 
gewesen ware. 
Kontrollversuch zu s bis vy, 
Hefe (Bier-). , 1,0¢ 
Aq. dest. . . ,. 1,0 ccm 
Amygdalin ., 0,5¢ 


Nach 4 Tagen war deutlicher Bittermandeldlgeruch wahr- 
zunehmen. 

Der Geruch war allerdings nicht so stark wie in manchen 
anderen Kontrollversuchen. 

Es scheint mir, daB die diesmal angewendete Hefe nicht 
so reich an Emulsin gewesen sei wie andere Proben. 

Nach den bisherigen Beobachtungen schwankt der Emulsin- 
gehalt der Hefe ziemlich stark. 


Versuch u. 
Mate Geet cs 6 oe oe ws ew IPR 
Amygdalin ee a . 0,5 g 
Kupfervitriol 0,02°/,ige Lésung . 500,0 cem 


Nach 4 Tagen war kein Bittermandelélgeruch wahrzu- 
nehmen. 

Kupfervitriol ist auch sonst als starkes Ferment- und 
Plasmagift bekannt. 

So tétet schon 0,01°/, Kupfervitriol die Zymase binnen 
24 Stunden. 

Bei Zellen geniigen oft noch geringere Konzentrationen, 
um eine schiadliche, ja sogar tédliche Wirkung herbeizufiihren. 

Ich habe bei Spirogyren festgestellt, da8 1:1 Million ge- 
niigt, um den Zellentod zu bewirken. 
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Versuch v. 
ee Gd. kw SS wie SO: 


Amygdalin . ee . 0,5 g 
Kupfervitriol 0,1°/,ige Lésung. . 100,0 cem 


Nach 4 Tagen war kein Bittermandelélgeruch wahrzu 
nehmen. 

Das war ja auch nach Untersuchung von Versuch u vor- 
auszusehen. , 

Aus den wenigen bis jetzt angestellten Versuchen iiber 
das Hefeemulsin geht hervor, da dasselbe zu den empfind- 
licheren Enzymen gehért. Nur gegen Alkohol ist es wenig 
empfindlich, denn selbst absoluter (96°/,iger) Alkohol tétet 
binnen 24 Stunden nicht ganz vollstandig. 

Da der Alkohol austrocknend (auBerdem aber auch giftig) 
wirkt, wurde noch ein Versuch mit lufttrockner Hefe und 
Amygdalin angestellt. Bei Zusatz von 10 com Wasser zu 
0,5 g Trockenhefe und 0,25 g Amygdalin trat binnen 36 Stun- 
den ein intensiver Bittermandelélgeruch auf. Also wird das 
Hefeemulsin durch volliges Austrocknen der Hefe an der 
Luft (bei gew. Temp.) nicht getétet. 

Infolge der Unempfindlichkeit des Hefeemulsins kann man 
die Versuche iiber dieses Ferment bequem auch mit Trockenhefe 
machen, die man sich selbst hergestellt hat. Wie lange das 
Emulsin und Myrosin in dieser auBersten Falles aushalt, habe 
ich freilich nicht festgestellt. Jedenfalls aber kann man einige 
Wochen mit selbsthergestellter Trockenhefe unbedenklich ex- 


perimentieren. 
Versuch x. 
Lufttrockne Hefe . . 1,5¢g 
Aceton von 100°/, . 5,0 ccm (nach 5 Minuten entfernt) 
Myronsaures Kali . . 0,5 g (erst nach dem Entfernen von 
Aceton zugesetzt) 
Wasser ... . . . 10,0 ccm (nach Entfernung des Acetons 
zugesetzt). 


Die Hefe wurde, nachdem das Aceton nach Ablauf von 
5 Minuten entfernt war, mit 10 ccm Wasser und 0,5 g myron- 
saurem Kali versetzt, es trat binnen 24 Stunden und auch 
binnen 3 Tagen deutlicher Senfélgeruch auf. 
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Also tétet Aceton binnen 5 Minuten nicht (auch die Zy- 
mase nicht, siehe ,,Acetonhefe“). 

* Derselbe Versuch wurde dann unter 24stiindiger Ein- 
wirkung des Acetons nochmals gemacht. 

Nach dem AbgieBen und Auswaschen des Acetons trat 
bei Zusatz von Wasser (10 ccm) und Amygdalin 0,5 g kein 
Senfdlgeruch mehr auf, auch nicht bei langerem Zuwarten. 

Und auch binnen 3 Tagen war nichts von einer Zersetzung 
des myronsauren Kaliums wahrzunehmen. Also hatte die 24- 
stiindige Behandlung der Trockenhefe mit Aceton ausgereicht, 
um das Myrosin zu vernichten. 

Eine Reihe von den obigen ganz ahnlichen Versuchen 
wurden dann auch noch weiter iiber das Hefemyrosin an- 
gestellt. 

Zunachst einer iiber die Wirkung des Austrocknens. 

Denn erstens wollte ich mit Trockenhefe arbeiten, weil 
dabei die Hefe linger verwendungsfahig bleibt und nicht immer 
wieder frisch gekauft werden muB. 


Versuch aa (Kontrollversuch). 


Lufttrockne Hefe (GetreidepreBhefe) 1,0 g 
Myronsaures Kali. ....... 558 
eee Ye ks te HOS Seer ere 


Schon nach 12 Stunden zeigte sich deutlicher Geruch nach 
Senfol. 

Also war wirksames Myrosin in der Trockenhefe vorhan- 
den und hatte auf das zugesetzte myronsaure Kali spaltend 
eingewirkt. 

Versuch bb. 


Pee wiacteeemes + aa 
Myronsaures Kali. . . .. 0,58 
1°/,ige Schwefelséure . . 10,0 com 


Kein Senfélgeruch nach 24 Stunden, auch nicht nach 
4 Tagen. 

1°/,ige Schwefelsiure ist also imstande, die Wirkung des 
Myrosins aufzuheben, das Myrosin zu vernichten. 


Darin gleicht das Hefemyrosin vielen anderen Enzymen. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 26 
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Versuch ce. 
me 1s ws oo Maced, Le 


Myronsaures Kali. . . . . 0,5¢ 
0,5°/,ige Schwefelsdure . 10,0 ccm 


Kein Senfélgeruch nach 24 Stunden, auch nicht nach 
4 Tagen. 

Sogar 0,5°/, ige Schwefelséure ist demnach schiadlich genug, 
um die Fermentkraft des Myrosins zu zerstéren. 

Damit erweist sich das Myrosin der Hefe als stark siiure- 


empfindlich. 
Versuch dd. 
Miehe: 4. wars a eh HPS 


Myronsaures Kali. . .. . 0,5g 
0,1°/,ige Schwefelsiure . 10,0 com 
Kein Senfélgeruch nach 24 Stunden. Nach 4 Tagen ganz 
schwache Anfange zu erkennen. 
Offenbar liegt bei 0,1°/, die Grenze der Giftigkeit von 
Schwefelsiure gegen das Hefemyrosin. 
So stark siureempfindliche Enzyme diirfte es wohl wenige 
geben. 
Versuch ee. 
Trockenhefe (GetreidepreBhefe) . 1,0 g 
Myronsaures Kali . ..... O2g 
1°/,ige Natronlauge . . . . 10,0 ccm 


Kein Senfélgeruch, weder nach 24 Stunden noch nach 
4 Tagen. Das stimmt iiberein mit dem, was man sonst iiber 
die Wirkung der Natronlauge auf Fermente weiB. 

1°/,ige Lauge tétet wohl die meisten Fermente, wenn 
nicht alle. 

Fiir das Protoplasma sind schon weit geringere Konzen- 
trationen tédlich. 

Reine Ammoniaklésung tétet Zellen noch bei 0,05°/). 


Versuch ff. 
Trockenhefe (Getreide-). . . . 1,0g 
Myronsaures Kali . ..... O2g 
0,5°/,ige Natronlauge .. . 10,0 ccm 


Kein Senfélgeruch, weder nach 24 Stunden noch nach 
4 Tagen. 
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Hier trat nach 4 Tagen Faulnis ein. 

Das letztere ist nur so zu erkliren, daB die Natronlauge 
von der Hefe zum Teil gebunden und damit so verdiinnt 
wurde, daB eine Entwicklung von Bakterien eintreten konnte. 


Sonst ware natiirlich die Bakterienvegetation ausgeschlossen 
gewesen. 


Versuch gg. 
SOOUONNND. 4 i lncanade «.e GbE 
0,5°/,iger Formaldehyd . . 20,0 com 
Myronsaures Kali ...... 02g 


Kein Senfélgeruch, weder nach 24 Stunden noch nach 
3 Tagen. 

Das Hefemyrosin scheint etwas empfindlicher gegen Form- 
aldehyd zu sein als das Myrosin des Senfes. 

Denn dieses wird wohl durch 5°/,igen Formaldehyd binnen 
24 Stunden getétet, nicht aber durch 1°/ igen! 

Es gibt sogar noch unempfindlichere Fermente. Invertase 
wird durch 5°/, nicht zerstért. 


Versuch hh. 
pe ee a ee eee 
0,2°/,iger Formaldehyd . . 20,0 ccm 
Myronsaures Kali . ..... O28 


Kein Senfélgeruch nach 24 Stunden. Nach 3 Tagen war 
aber etwas Senfélgeruch zu bemerken. 

Hier scheint also die Grenze zu liegen, bei welcher der 
Formaldehyd noch nicht ganz vernichtet wird. 

Die Zymase wird durch 0,2°/,igen Formaldehyd binnen 
24 Stunden vernichtet, ist also noch empfindlicher gegen Form- 
aldehyd. 

Versuch ii. 


Trockenhefe. ........ 0,58 
0,1°/,iger Formaldehyd . . 20,0 ccm 
Myronsaures Kali ...... O28 


Hier trat nach 2 Tagen etwas Senfédlgeruch auf. 

Die geringe Entwicklung von Senfélgeruch lat schlieBen, 
da8 auch hier schon eine Schidigung des Fermentes statt- 
gefunden hat. 

26* 
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Im ganzen laB8t sich sagen, daB dem Hefemyrosin eine 
ziemlich groBe Empfindlichkeit gegen Formaldehyd zukommt. 

Da auch bei anderen Giften eine relativ groBe Empfind- 
lichkeit des Hefemyrosins konstatiert wurde, darf man es zu 
den empfindlicheren Enzymen rechnen. 

Auch gegeniiber dem Senfmyrosin erscheint es wesentlich 
empfindlicher gegen Gifte. 


Versuch kk. 
ee ee ee ree 0,5 g 
0,02°/,ige Sublimatlésung . 50,0 ccm 
Myronsaures Kali ...... 0,2 g 


Nach 24 Stunden wurde die Sublimatlésung abgegossen 
und 10 com Wasser mit 0,2 g myronsaurem Kali aufgegeben. 

Es stellte sich nach weiteren 24 Stunden kein Senfodl- 
geruch ein. 

Ebenso auch nicht nach 3 Tagen. 

Das Sublimat bewahrt sich also auch hier als eines der 
starketen Enzymgifte. 


Versuch ll. 
Hefe (trocken) ... 1g 
Alkohol absol. . . . 20 ccm (nach 12 Stunden entfernt und 


durch 10 ccm einer 2°/,igen 
myronsauren Kalilésung er- 
setzt). 


Nach 12 Stunden wurde die Hefe mit Wasser ausge- 
waschen und nun mit 10 ccm Wasser und 0,2 g myronsaurem 
Kali versetzt. 

Nach weiteren 24 Stunden deutlicher Senfélgeruch. 

Also hatte der absolute Alkohol sogar bei 12stiindiger 
Einwirkung nicht ausgereicht, um die Fermentkraft des Hefe- 
myrosins zu vernichten. 

Gegen Alkohol ist somit das Hefemyrosin viel weniger 
empfindlich als manche andere Enzyme. 

So wird die Zymase durch 50°/,igen Alkohol binnen 
24 Stunden vernichtet. 

Ebenso die Maltase. 
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Versuch mm. 
(Wird Myrosin und Emulsin mit Wasser aus trockener Hefe 


extrahiert ?) 
Hefe (trocken) . .... . 10g 
Wasser (dest.) . ..... 50 g 


Nach 24stiindigem Stehen wurde die eine Hialfte des fil- 
trierten Hefewassers mit 0,5 g Amygdalin, die andere mit 
0,5 g myrosinsaurem Kali versetzt. Beide Lésungen wurden 
dann einige Tage bei 18° stehen gelassen. 

Es trat weder Senfol- noch Bittermandelélgeruch auf. 

Also sind die Enzyme Myrosin und Emulsin aus 
trockener PreBhefe nicht mit Wasser extrahierbar. 
Wenigstens konnte ich binnen 24 Stunden keine nachweisbare 
Quantitat Ferment in dem Extrakt erhalten. Der letztere ver- 
mochte auch bei tagelangem Stehen keine Spur von Bitter- 
mandelé] aus Amygdalin oder Senfél aus myronsaurem Kali 
zu entwickeln, wahrend die trockene Hefe selbst das binnen 
12 Stunden tat. 

In der trockenen Hefe sind auBerdem noch andere wirk- 
same Enzyme enthalten. 

So die Invertase, die nach dem Trocknen aus der Hefe 
extrahiert werden kann. 

Aus den Kefirkérnern kann mit Wasser wirksame Lactase 
extrahiert werden. 

Die Carboxylase, die nach Neuberg und Karczag’) 
aus gewissen Carbonsiuren Kohlenséure abspaltet, ist in der 
Acetondauerhefe ,Hefanol“ nachgewiesen worden. 

Trypsin und Pepsin sind in der trocknen Hefe noch 
wirksam enthalten. Man kann durch Zumischung von trockner 
Hefe zu Fleisch oder anderem eiweiShaltigen Material eine be- 
trachtliche EiweiBverdauung erhalten; freilich der groBere Teil 
bleibt unverdaut (unldslich). 

Warum das Myrosin und Emulsin aus Hefe nach dem 
Trocknen nicht mit Wasser extrahiert werden, liegt vielleicht 
in der geringen Loslichkeit derselben. 

Aus dem Verhalten der trocknen Hefe gegen Amygdalin 
und myronsaures Kali la8t sich ohne weiteres erkennen, da8 


1) Diese Zeitschr. 36. 
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diese Fahigkeit, Bittermandelél bzw. Senfél abzu- 
spalten, durchaus nicht dem lebenden Hefeproto- 
plasma selbst zugeschrieben werden darf, denn durch 
das Austrocknen stirbt dieses ab. 

Auch geht dies noch aus dem Verhalten der Hefe gegen 
verschiedene Gifte in schwiacherer Auflésung hervor, wobei die 
Hefe abstirbt, ihre Fermentkraft aber noch behilt. 

Wieviel Emulsin und Myrosin ist in der Hefe enthalten? 

Das 148t sich prozentisch oder absolut ebensowenig an- 
geben, wie es bei anderen Fermenten gesagt werden kann. 

Denn es fehlt das Kriterium dafiir, wann ein Ferment 
»rein“ vorliegt. 

Wir kénnen héchstens mit anderen Pflanzen vergleichen, 
z. B. die Hefe mit dem Senfsamen. 

Da mu8 nun aillerdings gesagt werden, daB ein groBer 
Unterschied besteht. 

Der zerriebene Senfsame gibt die Senfélreaktion viel rascher 
und stirker als die Hefe. Ahnlich diirfte es sich mit dem 
Emulsin verhalten. 

Wir kénnen wohl sagen, daB der Gehalt der Hefe an 
Emulsin und Myrosin relativ gering ist. 

Das mag auch die Ursache sein, warum diese Fermente 
der Hefe bis jetzt unbekannt geblieben sind. 

Immerhin miissen solche Fermente da sein, da, wie oben 
hervorgehoben, auch tote Hefe, wenn die Fermente geschont 
wurden, jene Fahigkeit, myronsaures Kali und Amygdalin zu 
spalten, besitzt. 

Es fragt sich héchstens, ob nicht irgengeines der bis jetzt 
bekannten (anderen) Hefefermente dieses Vermégen in sich hat. 

Doch ist dariiber nichts bekannt geworden. 

Wir sind berechtigt, von einem Hefeemulsin und Hefe- 
myrosin zu sprechen. 

In diesem Sinne wird die Amygdalinspaltung durch Hefe 
auch von Henry und Auld aufgefaBt’). Von der Spaltung 
des myronsauren Kaliums berichten dieselben nichts, soweit ich 
aus dem Zitat in Oppenheimer, Fermente I, 8. 245, ersehen 
kann. 


?) On the probable exist. of emulsin in yeast. Proc. R. Society, 
Ser. 13, 76. 
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»sehr interessant ist, daB Henry und Auld eine Zer- 
legung von Amygdalin durch Hefe und PreBsifte, sowie Aceton- 
dauerhefe beobachtet haben, wobei nicht Mandelnitrilglucosid, 
sondern ganz typisch Blauséure, Benzaldehyd sowie Alkohol 
und Kohlensiure entstehen. Es ist auch nach dem Zerstéren 
der Zymase durch 58° noch wirksam, wobei natiirlich der ent- 
standene Traubenzucker intakt bleibt, spaltet auch Salizin usw. 
und Mandelnitrilglucosid. Es scheint sich also tatsichlich um 
das typische f-Ferment des Emulsins neben der in den Hefen 
vorhandenen Amygdalase (die ein in bittern Mandeln enthaltenes 
Disaccharid Amygdalase in 2 Mol. Glucose spaltet) zu handeln. 

Das Emulsin der Mandeln wird gegenwirtig als ein Ge- 
misch mehrerer Fermente angesehen. 

Die Amygdalinspaltung in Benzaldehyd, Blausiure und 
Glucose ist ein komplizierter, von mehreren meist nebenein- 
ander gegebenen Fermenten bewirkter Vorgang: 

a) Die £-Glucosidase oder Prunase ist ein f-Ferment, wohl 
identisch mit dem Prinzip des Emulsins, das 6-Methylglucosid 
spaltet; es lést die eigentliche Glucosidbindung zwischen dem 
Zucker und dem aromatischen Rest. 

b) Ein q@-Ferment Amygdalase, daB die Biose des Amyg- 
dalins in 2 Mol. Glucose spaltet. 

c) Ein Ferment, das die Bindung des Oxinitrils lést, die 
Oxynitrilase oder Benzcyanase. 

In der Miinchner Bierhefe wie auch in der GetreidepreB- 
hefe sind offenbar alle drei Fermente nebeneinander vorhanden, 
ebenso wie in den bittern Mandeln. 

Das ,,Emulsin“ ist bei zahlreichen Pflanzenorganen gefunden 
worden, auBer in Mandeln auch in Apfel- und Birnsamen, 
Polygala, Ribes, Lathraea, Orchideen, Grasern usw. 

Von Kryptogamen wird bei Aspergillus niger und Peni- 
cillium glaucum iiber das Vorkommen von Emulsin berichtet, 
ferner bei holzbewohnenden Pilzen, dann bei Agaricus cam- 
pestris, in Moosen und Flechten. 

Auch Bakterien sollen emulsinahnliche Fermente besitzen, 
sie spalten Amygdalin unter Entstehung von Benzaldehyd, 
doch ist Glucose nicht nachweisbar. 

Interessant wire es, auch die synthetische Wirkung des 
Hefeemulsins zu priifen. 
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Die Synthese der Glucoside durch Mandelemulsin wurde 
von van t’Hoff am Glyceringlucosid nachgewiesen. Es kénnen 
bis 70°), Glucosid entstehen, 5°/, pro Tag. Es wurde Glucose, 
Glycerin und Wasser im Verhialtnis 2:4:1 gemischt. 

Beziiglich des Myrosins gibt Oppenheimer an (a. a. 0. 
S. 260), daB dasselbe ganz eigenartig sei und von allen andern 
sich unterscheide. 

Es soll sich ausschlieBlich in héheren Pflanzen finden, 
sonst nirgends, auch nicht in den Bakterien. 

Das ist nicht richtig. 

Das Myrosin findet sich zweifellos in der Hefe vor. 


Allgemeine Betrachtungen. 


Ungemein verschieden stellt sich die Empfindlichkeit 
der Enzyme gegen verschiedene chemische Agenzien dar. 

Dasselbe bemerken wir iibrigens auch bei andern schad- 
lichen Einwirkungen, z. B. beim Austrocknen, beim Erhitzen. 

Trocknet man Hefe durch Ausbreiten auf einem FlieB- 
papier an der Luft, so kann man sich beziiglich der Inver- 
tase leicht iiberzeugen, daB sie in getrockneter Hefe noch ebenso 
wirksam ist wie in frischer. Man braucht nur die Trockenhefe 
in Rohrzuckerlésung zu bringen. Schon nach 1 Minute langem 
Stehen gelingt die Fehlingsche Reaktion. 

Anders bei der Maltase. Sie wird durch das Trocknen 
unwirksam. 

Versetzt man die Trockenhefe in Maltoselésung und wartet 
man selbst 24 Stunden, so ergibt die Lésung beim Kochen 
mit schwach saurer Lésung von Kupferacetat keine Abschei- 
dung von rotem Kupferoxydul. 

Mit frischer Hefe versetzt, ergibt Malzzuckerlésung fast 
augenblicklich die Reduktionsprobe. 

Wie sich die diastatische Fermentwirkung der Hefe ver- 
halt, wenn man sie austrocknet, wurde durch folgenden Ver- 
such zu ermitteln versucht. 

Getrocknete, steinharte Hefe wurde mit Wasser zerrieben 
und dann mit Starke verschiedener Herkunft (meist aus Cerea- 
lien) vermischt. Zwar enthalt die PreBhefe schon von Haus 
aus Starkekérner, dieselben sind aber Kartoffelstarke, die als 
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schwerer angreifbar durch diastatische Fermente geschildert 
wird; darum wurde andere Starke zugesetzt. 

Der Versuch wurde 24 Stunden im Brutofen bei 35° 
stehen gelassen. 

Die darauf folgende mikroskopische Untersuchung ergab, 
da8 eine Korrosion ziemlich vieler Starkekérner stattgefunden 
hatte. Es war also ein diastatisches Ferment in Wirkung ge- 
treten; dasselbe war beim Trocknen der Hefe wirksam ge- 
blieben. 

Malzdiastase wird faktisch aus Malz isoliert und als trocknes 
Praéparat in den Handel gebracht; trocken soll es sogar eine 
Erhitzung auf 100° ertragen. 

Um das tryptische Enzym der Trockenhefe zu _ beob- 
achten, braucht man nur einen kalt hergestellten Extrakt der 
getrockneten PreBhefe sich selbst zu iiberlassen. Jener Extrakt 
enthalt zuerst die léslichen Albuminstoffe der Hefe, wovon in 
der Hefe 3,5°/, (auf Trockensubstanz berechnet) enthalten sind. 

Kocht man frischen Extrakt jener getrockneten Hefe mit 
Zusatz von einer Spur Essigsdéure, so erfolgt eine starke Ge- 
rinnung. 

Wartet man einige Zeit, etwa 24 Stunden, und sucht an 
einem solchen gestandenen Extrakt die Gerinnung zu erhalten, 
so bemerkt man, daB die Gerinnungsfahigkeit verloren ge- 
gangen ist. 

Es ist aber statt des verschwundenen Albumins auch nicht 
viel Albumose und Pepton da, wie die betreffenden Reaktionen 
aufweisen. Also ist ein wirksames tryptisches Ferment in dem 
Extrakt der getrockneten Hefe vorhanden, durch das die Al- 
buminstoffe weiter als bis zu Pepton umgewandelt werden. 

DaB in der getrockneten PreBhefe auch wirksames Pepsin 
enthalten sei, davon kann man sich durch folgenden Versuch 
iiberzeugen: 

Um die Trypsinwirkung auszuschlieBen, setzte ich zu der 
steinhart getrockneten PreBhefe 0,5°/,ige Salzsiure, und zwar 
auf 8 g getrocknete Hefe 100 ccm dieser Saure. 

Dazu wurden dann 25 g fein gewiegtes frisches Rindfleisch 
gebracht und bei 30° der Verdauung 2 Stunden lang aus- 


gesetzt. 
Es stellte sich bald der eigentiimliche Verdauungsgeruch ein, 
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den man auch erhalt, wenn man rohes Fleisch mit 0,5°/jiger 
Salzsiure und etwas tierischem Pepsin (aus Schweinemagen) 
versetzt. 

Das Fleisch léste sich sichtlich auf. 

Nach 2 Stunden wurde die Fliissigkeit kurz gekocht, dann 
durch einen Seiher gegossen, um die gréberen, ungelésten Be- 
standteile zuriickzuhalten, dann neutralisiert. Hierbei fielen die 
noch vorhandenen nicht peptonisierten Eiweifstoffe aus. 

Im Filtrat war viel Albumose und Pepton, wie die mit 
einem kleinen Teil der Lésung angestellten Reaktionen ergaben. 

Das iibrige Filtrat wurde eingedampft bis zur Trockne, 
wobei eine rotbraunliche, zerreibliche Masse hinterblieb, die 
hauptsachlich aus Albumose und Pepton bestand (neben Koch- 
salz, das auch in dem Trockenriickstand enthalten sein muBte). 
Die Masse betrug 12°/, des angewandten Fileisches, also er- 
staunlich viel. 

Der Extrakt trockner Hefe enthalt also auch wirksames 
Pepsin. 

Beziiglich der Zymase zeigte mir schon der erste Ver- 
such mit getrockneter Hefe, da8 in der steinhart getrockneten 
und zerriebenen Hefe noch lebende Zymase vorhanden sei. 

Ich bemerkte beim Ansetzen der 3 Tage lang in warmer 
Luft gelegenen und véllig trocken gewordenen PreBhefe mit 
Rohrzuckerlésung eine ziemlich kraftige Garung. 

Da aber in dieser kurz getrockneten Hefe mdglicherweise 
doch schon ein Absterben der Zymase sich vorbereiten konnte, 
so lieB ich eine Portion PreBhefe 8 Tage lang, eine weitere 
Portion 8 Wochen lang in trockner, sehr warmer Zimmerluft 
liegen. 

Beide wiesen dann beim Ansetzen mit Rohrzuckerlésung 
Garungserscheinungen auf, erstere starker als letztere. 

Der Geruch, der von ersterer Garungsfliissigkeit ausging, 
war ein angenehmer, kriaftiger Garungsgeruch, die entwickelte 
Kohlensiure hatte starke Schaumbildung hervorgerufen. 

Auch in der Fliissigkeit mit der 8 Wochen lang getrock- 
neten PreBhefe war weingeistiger Geruch wahrzunehmen und 
auch ziemlich kraftige Schaumbildung. Die mikroskopische 
Untersuchung lehrte, daB letztere Hefe ganz abgestorben war. 
Die Zellen hatten granuliertes Aussehen; SproBverbinde und 
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frische Sprossungen fehlten. Trotz 3tagigem Liegen in der 
Rohrzuckerlésung hatte sich keine Hefenzelle angeschickt, neue 
Sprossungen zu treiben; alle Zellen lagen isoliert, d. i. unver- 
bunden miteinander. Die Hefe, die nur 8 Tage lang trocken 
gelegen war, zeigte nach 2taigigem Aufenthalt in Rohrzucker- 
lésung manche frische Sprossung, aber doch in der groBen 
Mehrzahl abgestorbene, nicht sprossende Zellen. 

Lufttrockene Hefe enthilt also nach 8 Tagen, ja nach 
8 Wochen noch wirksame Zymase. 

Es steckt also nur ein Enzym in der Hefe, das durch 
volliges Lufttrockenwerden der Hefe abstirbt, namlich die 
Maltase. 

Das Hefeemulsin wird durch Austrocknen der Hefe 
nicht vernichtet. 

Das Hefemyrosin ebenfalls nicht. 

Hingegen soll das Senfmyrosin das Austrocknen schlecht 
ertragen. 

Nach H. Euler’) 1a8t sich freilich auch bei vorsichtiger 
Entwisserung der Hefe durch Trocknen héchstens */,, bis */,, 
der Zymase wirksam erhalten. 

Hingegen bleibt von der Invertase beim Entwassern 
etwa die Hialfte erhalten. ,Zum Vergleich sei erwahnt, daf 
die gleiche Hefe bei derselben Trocknung nicht mehr als etwa 
1/49 ihrer Garwirkung behielt.“ 

Zur Erklarung der verschiedenen Empfindlichkeit stellt 
Euler folgende Hypothese auf: 

»Die Hefeenzyme sind urspriinglich Bestandteile des Plas- 
mas und werden entweder schon in der lebenden Zelle vom 
Plasma abgeschieden und dann am Plasma wieder regeneriert; 
sie sind dann relativ leicht extrahierbar und in relativ groBer 
Menge in den Zellen vorhanden. Oder aber die Abtren- 
nung erfolgt erst (teilweise) beim Entwassern der Hefe oder 
durch mechanische Mittel, tiberhaupt unter den Umstinden, 
unter denen das Plasma getétet wird. Gegen Antiseptica sind 
die Hefenenzyme in dem Ma8e unempfindlich, als sie vom 
lebe nden Plasma befreit sind.“ 

Eine andere Erklarung der verschiedenen ‘mpfind- 


1) Arkiv for Kemi 4 und 13. 
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lichkeit der Enzyme gegen chemische Einwirkungen ist 
wohl nicht ganz von der Hand zu weisen. 

Es ist bekannt, daB verschiedene Stoffe.bei recht ver- 
schiedenen Verdiinnungsgrenzen mit dem gleichen dritten Stoff 
reagieren. Das gilt von den echten chemischen Reaktionen, 
wobei Molekiile zertriimmert und wiederum aufgebaut werden, 
ganz allgemein; es ist ja zu bekannt, als daB Beispiele ndtig 
waren. Auch reagiert ein und derselbe Stoff verschieden leicht 
mit verschiedenen Stoffen. 

Ganz ebenso verhalt es sich nun mit den verschiedenc i: 
Enzymen und Plasmen. 

Dieselben sind gegen ein und dasselbe Gift sehr ver- 
schieden empfindlich. 

Ferner verhalt sich ein und dasselbe Plasma oder Enzym 
recht verschieden gegen verschiedene Gifte; die tédlichen Kon- 
zentrationen der Gifte miissen immer wieder besonders be- 
stimmt werden. 

Beziiglich des Emulsins z. B., das in bitteren Mandeln 
enthalten ist, wurde von verschiedenen Forschern festgestellt, 
daB die Empfindlichkeit gegen ein bestimmtes Gift differiert 
von der anderer Enzyme, wie auch die Empfindlichkeit gegen 
verschiedene Gifte wiederum immer eine andere ist. 

So hat Claude Bernard gefunden, daB das Emulsin der 
bitteren Mandeln gegen Chloroform, Ather, Thymol unempfind- 
lich ist, ebenso gegen Chloral. 

Hingegen wird das Labferment durch Thymol vernichtet. 

0,1°/, Thymol vernichtet die Zymase binnen 24 Stunden 
(Chloroformwasser schadigt sie in 24 Stunden nicht). 

0,135°/, Salzsiure heben die Wirkung des Mandelemulsins 
binnen */, Stunde vdllig auf. 

Auf Pepsin wirkt 0,1 bis 0,6°/, Salzsiure giinstig, ebenso 
andere Sauren. 

0,01°/, Sublimat schadet dem Mandelemulsin nicht, wah- 
rend Diastase dadurch binnen 24 Stunden bei 30° getétet wird. 

Das Emulsin der Hefe wird, wie oben gezeigt wurde, 
durch 0,5°/,ige Schwefelséure binnen 24 Stunden dauernd 
unwirksam gemacht, ebenso durch 0,5°/,ige Essigsaure. 

0,1°/,ige Schwefelséure reicht hierzu nicht aus. 














l- 


Raa eR IT Bi ate lan nt 


oti = Boas Biel 


us Bie ak Rak WR a9 2 ay 











Emulsin und Myrosin in der Miinchener BrauereipreBhefe. 399 


Auch 0,5°/,ige Essigsaure vernichtet binnen 24 Stunden 
die Fermentwirkungskraft des Hefeemulsins. 

Hingegen wirkt bei Zymase 2°/,ige Essigsiure binnen 
24 Stunden nur schwachend. 

Auch mit dem Myrosin des Senfsamens wie auch der 
Hefe wurden ahnliche Verschiedenheiten beobachtet. 

Das Senfmyrosin wird durch Alkohol stark angegriffen; 
absoluter und 50°/,iger Alkohol vernichtet das Ferment binnen 
24 Stunden. Hingegen wird z. B. Diastase durch Alkohol nur 
schwach gehemmt. 

Das Myrosin der Hefe vertraigt 100°/,igen Alkohol 
12 Stunden lang. Es ist also gegen Alkohol noch unempfind- 
licher als das Senfmyrosin. 

Hefemaltase wird durch Alkohol sehr leicht vernichtet. 

Die Zymase wird durch 0,2°/,igen Alkohol binnen 
24 Stunden vernichtet. Das Senfmyrosin ertrigt 1°/,. Vom 
Pepsin soll der Formaldehyd sogar bis zu 5°/, ertragen werden. 

Gegen Alkalien ist das Pepsin sehr empfindlich. 

Dagegen wird die Zymase binnen 24 Stunden durch 
0,5°/, Atznatron nicht ganz vernichtet. 

Pepsin ertragt bis zu 1°/, Salzsiure. 

Andere Enzyme werden durch schwachere Saure schon 
getotet. 

Hefemaltase ertragt das Austrocknen nicht. 

Viele andere Enzyme ertragen es so gut, daB sie als 
trockne Pulver in den Handel kommen. 

Auch bei gewéhnlichen Chemikalien ist die Austrocknung 
manchmal untunlich, indem die Stoffe nur in waBriger Lésung 
einigermaBen bestandig sind. 

Einzelne Fermente kénnen als bis zu einem gewissen Grade 
giftfest gegeniiber anderen Enzymen bezeichnet werden. 

Eins der wenigst empfindlichen ist die Invertase. 

Invertase: Nach Wréblewski, ferner nach Meisen- 
heimer’) ist die Invertase gegen Saure verhiltnismaBig 
wenig empfindlich. Beispielsweise ertrigt sie 2 Tage lang 
Beriihrung mit 0,7°/,iger Oxalsaure. 


1) Meisenheimer, Reinigung von Invertasepriparaten durch Be- 
handlung mit Séuren. Diese Zeitechr. 54, 1. und 2. Heft. 
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Auch nach meinen eigenen Beobachtungen ist die Hefe- 
invertase gegen Sauren ziemlich wenig empfindlich. 

1°/,ige Oxalsiure schadet hiernach der Hefeinvertase so 
ziemlich wenig oder fast gar nicht. 

0,5°/,ige Salzsiure schidigt zwar, aber zerstért nicht die 
Fermentkraft der Hefeinvertase binnen 24 Stunden. 

0,5°/,ige Schwefelsiure verhalt sich ebenso. 

0,5°/,ige Natronlauge vermag selbst binnen 4 Tagen die 
Fermentkraft des Invertins nicht zu zerstéren (wohl aber 1°/, ige). 

Dagegen wird z. B. das Labferment durch 0,025°/,iges 
Natriumhydroxyd binnen 24 Stunden bei 15 bis 17° vernichtet, 

Eine kurze Ubersicht iiber diese interessanten Dinge diirfte 
am Platze sein. 


Quantitative Giftwirkung: Deutung derselben. 


Es wurde schon friiher von dem Verfasser hervorgehoben’), 
daB eine bestimmte Quantitat Gift eine bestimmte 
Menge Protoplasma (Hefe) abzutéten vermag, nicht mehr; 


) Arch. f. d. ges. Physiol. 111. 








Myrosin | Emulsin | Invertase Diastase 








Sauren 


1°/,ige Schwefel-| Mandelemulsin | Hefeinvertase wird! 0,25°/,ige Salz- 
siure vernichtet die|wird durch 0,135°/,-| durch 0,5°/,ige jséure wirkt schid- 
Fermentkraft binnen|ige Salzsaiure un-| Schwefelsaéure | lich auf die Ver- 
wenigen Stunden bei wirksam. geschidigt, aber | zuckerung durch 
Senfmyrosin. | Hefenemulsin | nicht zerstért (in Speicheldiastase 
Hefenemulsin {wird durch 0,5°/,ige 24 Std.). ein. 
verhalt sich ebenso, Schwefelsaiure | Desgl. Salzsiure. | 
ja sogar 0,5°/,ige oder durch 0,5°/,ige1°/,ige Oxalsaiure 
Schwefelsiiure ver- Essigsiure ver- | schadet binnen | 
nichtet dieses, | nichtet, 0,1°/,ige 24 Std. nicht merk-| 
0,1°/,ige tétet nicht! Schwefelsaure | lich. 
ganz. | reicht nicht. {4 o/,ige Essigsaure| 
schadet nicht. | 
In 0,1°/) FH 2 Tage, 
| gelegene Hefe hat | 
noch Inversions- | | 
| vermogen. 








| 
| 
| 
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ferner, daB von einer bestimmten Quantitait Protoplasina 
eine bestimmte Menge des Giftes gebunden wird’). Das 
gilt auch von den Fermenten. 
Wegen der Wichtigkeit der Sache seien einige Versuche 
mitgeteilt. 
Je 10g PreBhefe wurden mit 
a) 10ccm einer 0,5°/,igen Schwefelsaure, 
b) 25 ” " 
ce) 50 ” " 
d) 100 ” “ 
e) 65 ” ” 
f) 25 » 0,1°/,igen ” 





vermischt und 24 Stunden in einer flachen Schale stehen ge- 
lassen. 
Nach Ablauf dieser Frist wurden starke Proben heraus- 
genommen und mit Giar- und Niahrlésung angeriihrt. Von 
diesen Fliissigkeiten wurden dann Platindsenproben entnommen 


*) B. in Arch. f. d. ges. Physiol. 156. 




















“Pepsin =| ‘Trypsin — Pe | 
(Magen-) (Pankreas-) Labferment | Katalase | Maltase 
irkt schid Pepsin ertrigt Schonbeieinem 1°/, starke 1°/,ige Salz-| 
di Ver i biszul°/,Salz-| Sauregehalt | Mineralsdure| siure oder | ure titet 
¥" ve séiure. Von "/,599 Soll | | tétet fast Oxalsaure | binnen 24 Std. 
ing dure Trypsin nicht | momentan. | tétet Hefe- | (,1°/,ige nicht). 


_ mehr wirken. | | maltase ab, | 1°/,ige Salz- 
in. 1°. Essig- saiure totet 
‘chan . binnen 24 Std. 
nicht ganz. Schwefelsiure 
tétet bei 1°/,, 
schadigt bei 
0,1 bis 0,5°),. 
5°/,ige Milch- 
sau re vernichtet 
binnen 24 Std. 
nicht ganz. 
Buttersaure 
5°/, vernichtet in 
24Std.,2°/, nicht. 





2°/,ige Essig- 
jsaure schwicht 
nur binnen 
24 Std. 
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Myrosin 


Emulsin 


Invertase 


Diastase 








Basen 1°/,ige Natron- | Alkalien sind fir | Die Fermentkraft | Schon schwache 
lauge tétet das | Mandelemulsin| der Hefeinvertase |Alkalien habeneing 
Hefemyrosin, schadlich. wird durch 1°/, |schadlichen Einflyj 

0,5°/,ige ebenfalls. NaOH binnen auf die Speicheldis. 
24 Std. vernichtet, | stase (s. B. 0,6°), 
nicht aber durch | oder sogar 0,3°), 
0,5°/, binnen 96 Std.| Soda, und auch 
Da 0,5°/, die Hefe-| noch 0,1°/,). 
zelle tétet, ersieht 
man hieran wieder 
einen Empfindlich- 
keitsunterschied 
zwischen Enzym und 
Protoplasma wie in 
vielen anderen 
Fallen auch. 
Ver- 0,1°/,igesSublimat!| Auf Mandelemulsin /0,1°/,igesSublimat; Bleizink- und 
schie- |tétetSenfmyrosinjsind Chloroform, |hindert die Inversion| Eisensalze sollen 
dene binnen wenigen | Ather, Thymol,| des Rohrzuckers | sehr schadlich aut 
Anti- | Stunden; desgl. Sil-|\Chloral unwirksam| durch Hefe nicht | Diastase einwirken. 
septica bernitrat. (Claude Bernard). | ganz, wohl aber 
5%/,iger Form- | 0,5°/,iges. 
aldehyd tatet 0,1%/,iges Silber- 
binnen 24 Std., nitrat hindert eben- 
1°/yiger noch nicht. falls, nicht aber 
2°/,ige Salicyl- 0,02°/,iges. 
saure vernichtet. Formaldehydzer- 


Chloral schadet 
viel weniger. 
Borax ist unter 
6°/, wirkungslos. 
Hefemyrosin wird 
durch 0,5°/, igen 
Formaldehyd ver- 
nichtet. 








stért selbst bei 5°/, 

die Fermentierungs- 

kraft nicht binnen 
24 Std. 

1°/,ige Carbol- 

saiure ebenfalls 
nicht. 


Thymol und 
Terpentin6! be- 
eintrachtigen nicht. 

















—__—_———., 
Diastase 


————_—_— 
on schwache 
ien haben eing 
lichen Eingy 
ie Speicheldiy. 
(es. B. 0,69, 
* sogar 03°, 
la, und auch 
och 0,1°/,). 


izink- und 

nsalze sollen 
schadlich auf 
we einwirken, 
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i Trypsin | 
ane. ) Pris. 00 _ Labferment | Katalase Maltese |  Zymase 
bas Pepsin (des| Trypsin wirkt| 1°/, Atz- Auf Hefe- | 0,5°/, Atz- 
Magens) ist | bei schwach | natron ver- maltase wirkt natron schadet 
egen Alkalien| alkalischer hindertdie Aus- 0,5°/, NaOH | binnen 24 Std., 
ehr empfind- | Reaktion am labung der binnen Tagen vernichtet aber 
lich; sogar besten. Milch, 0,1°/, nicht ver- nicht ganz. 
5- bis 1°/,ige verzégert die nichtend, wohl 
dalésung zer- | Labgerinnung. aber 1°/,; | 
drt das Pep- (0,025°/, NaOH 0,02 °/, fordert.| 
sin sehr rasch. vernichtet das 
Labferment | | 
binnen 24 Std. 
bei 15 bis 17°) 
0,5°/, oder 1°/, 
‘Soda verzégert 
| die Auslabung 
| der Milch. 
Pepsin wird Thymol, | Thymol ist 0,1°/, Subli-| Hefemaltase | 0,02°/, Subli- 
durch geringe | Chloroform, |bei Sattigungs- wird durch mat, ferner 
Mengen Fluor- konzentration 1°/,ige 0,01°/, Héllen- 
Parbolsdure| natrium  {(1:1100)tédlich. Carbolsaurejstein vernichtet 
n seiner Wir- hemmen. Chloroform binnen 24 Std. binnen 24 Std.; 
kung gestért. /Sehr schadlich|hindert die Aus- dauernd —§ 0,2°/, Form- 
hloroform | wirkt Form-| labung der unwirksam ; jsidehyd eben- 
Shemmt nurin}; aldehyd. Milch nicht. 0,1°/, schadet falls; 1°/, Fluor- 
gro8erenDosen. | Schwermetall- 2,5°/, Carbol- ihr nicht. nicht (d oy 
> Formalde- salze sind saure. Terpentind!-|, 005° Oanat 
yd wird bis| hemmend. verhindert. yee a oe lo Sed rt) 
0), ertragen 1°), Fluor- schadigt die Mg getordert). 
(?B.). Bg tle rel Hefemaltase 1°/yige Carbol- 
par sen binnen 24 Std.'sdure vernichtet 
| 05°) Subli stark. a 24 Std., 
10 . oo 7 ,1°/,ige 
— we ak ey noch nicht. 
0,19), Silber- Chloroform |Mit Terpentin- 
ot wasser tétet | ©! gesattigtes 
nitrat ver- binnen 24 Std. Wasser macht die 
hindert nicht. oleh Zymase binnen 


F 
Ey 
a 
Pa 
¢ 








0,5°/, Form- 
aldehyd 
verhindert. 








Biochemische Zeitschrift Band 75. 


0,01°/, Silber-| 








24 Std. dauernd 


nitrat tatet; | Wawirksam. 
desgl. 0,029), | 91°) Thymol 
Sublimat. vernichtet 
0.1%. F binnen 24 Std 
1%, Form- | ies 
aldehyd | 9,1 %ciges 
schidigt, | Chloroform- 
1°/, tétet. |Wasser vernichtet 
| binnen 24 Std. 
nicht, wohl aber 
| 0,5°/,iges. 
| Geringe Blau- 
| Sdéuremengen 
| schaden nicht 
(Fiechter) 
27 
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| 
Emulsin | Invertase | Diastase 








Senfmyrosin wird 50°/,iger Alkohol ‘20 tigige Kinwirkung/Alkoholfillung (auc) 
vernichtet durch | zerstért bei absoluten Alkohols | mit absol. Alkoho| 
50°/,igen Alkohol |24stiindiger Einwir-| ist nicht imstande, |wurde bei der Dar. 

(in 24 Std.). {kung das Spaltungs-| das Inversionsver- | stellung des Fer. 

Hefemyrosin ver-\vermégen der Hefejmégen der Hefe zu; mentes verwendet 
triigt 100°/, igen | gegen Amygdalin vernichten. 

Alkohol 1 Std. lang.Dicht; ja nicht ein- 

mal Alkohol bringt 
| das ganz fertig. 





} 
' 


Senfmyrosin er- Mandelemulsion | Die Diastase kann 
trigt das Austrock-| ertriigt das Aus- ijals trocknes Pulver 
nen schlecht. | trocknen. | hergestellt werden 


Trockenhefe hat | Hefeemulsion | 
| 


noch wirksames ebenfalls. 
Mandelemulsion 


kommt als Trocken- 
praparat in den 
Handel. 


Myrosin in sich. 








Tétungstemperatur Wirkungsoptimum Hefeinvertase wirkt Malzdiastase wirkt 
fiir Senfmyrosin fiir Mandelemulsin (nach H. Mayer am) am besten bei 5( 
85°; bei 0° unwirk-|45 bis 50°. Zerst6-| besten bei 31°, | bis 55°, 75° toten. 
sam (Schmidt). jrungstemperatur 70° 70° téten. 
| (trocken ertrigt es | 
100° mehrere Stun-| 
iden). 80°, ja sogar| 
50° téten das Hefe-| 
emulsin. 
| 





und in je 50 ccm einer gut sterilisierten Gar- und Nahrlésung 
gebracht, dann die Versuche 24 Stunden im Briitofen bei 26 
bis 30° stehen gelassen. 

Es zeigte sich nun eine Hefenvermehrung in Versuch e 
und f. 

In Versuch e war die Schwefelsiure in derselben Kon- 
zentration (0,5°/,) wie in den Versuchen a bis d angewendet 
worden. 

Trotzdem starb die Hefe nicht ab, weil eben diese Quan- 
titét der 0,5°/,igen Schwefelsiure fiir 10 g Hefe nicht aus- 
reichte (erst 0,03 bis 0,05 g Schwefelséure reichen aus). 

Wie ein spiterer Versuch ergab, tétet auch 0,1°/, die Hefe. 
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lastase 


‘allung (auch 
ol. Alkohol 
vei der Dar. 
g des Fer. 
verwendet 


Stase kann 
<nes Pulver 
lit werden 


stase wirkt 
ten bei 50 
75° toten. 
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Pepsin 
_(Magen- ) 


| 


Trypsin | Labferment 


(Pankreas-) 


| Katalase Maltase 





\koholfallung i] Bei der Dar- 
wird bei der | stellung wird 


(ewinnung des 


Fermentes ver-| Reinigung mit 
wendet. Doch | Alkohol ver- 


sollen schon 
20°/, Alkohol 
jede Verdauung | 
verhindern. 


Pepsin kommt 
als trooknes 
Pulver in den 


Handel. In der! 
Trockenhefe ist | 
wirksames Pep- | 


sin enthalten. 


| 





Fallung und 


wendet. 


| 
| 


Alkohol, Hefemaltase 50°), oiger ‘Athy|- 
| selbst ab- | wird durch | ‘alkohol 
isoluter, ist | Alkohol sehr | vernichtet die 
| unschadlich | leicht vernich- | Girkraft binnen 
(wie lange, | tet; sogar | 24 Std.; 

? B.). | 5°/,iger Alko-| 20°/,igre noch 
| | hol schadigt nicht (ahnlich 
| schon etwas. | auch Methyl- 
| alkohol, héhere 
| 

| 

| 





| Alkohole aber 


| sind giftiger). 





In ie idieaiail Das Lab- 
Hefe ist wirk- ferment kommt 
sames Pepsin als trocknes 
enthalten. | Pulver in den 
Handel. 


| 


Wirksame | Hefemaltase  Nenauloochneten 
Katalase ertrigt das | HefepreBsaft 
kann als |Austrocknen\verliert die Gar- 

Pulver her- (mit der Hefe)) kraft nach 
gestellt | nicht. 3 Wochen 


werden. (E. Buchner). 
| 





Trocknes Pep- 
sinertragt 100°, 
in Lésung wird 
es durch 55 bis 
57° vernichtet. 





60° ist Optimal-| 


40° ist die 

temperatur, bei| Optimal- 
75 bis 80° hort) temperatur fiir 
die Ferment- |das Labferment 
wirkung auf. | der Milch. 


Hefelab ist 
sehr hitze- 
bestandig, 

| wirkt bei 80° 

(wenn nicht 
lange) am 
raschesten. 


Tétungs- | Hefemaltase | Bei 25° gelingt 
temperatur |wird durch 25° die Garung am 
72 bis 75° (je| vernichtet | besten, bei 53° 
nach Reak- | (Lieber und erlischt sie, 

tion der | Krdéber, Verf.).| bei 0° hért sie 
Lésung, An-| Maismaltase nicht auf. 
wesenheit von; arbeitet nach | 
Salzen usw.). Géduld bei 35° 

| am besten. 


| 
| 





Somit ist Versuch f auch so auszulegen, daB 0,1°/,ige 


Schwefelsiure, wenn sie nur zu 25 ccm auf 10 g Hefe einwirken 
gelassen wird, quantitativ nicht geniigt, um die 10 g Hefe ab- 
zutoten. 


an als Schwefelsaure. 


Schweflige Saure greift bei noch gréBerer Verdiinnung 


Doch ist die Gesamtmenge schweflige Saure, die zur 


Tétung ndtig ist, etwas gréBer, namlich 0,05 g bis 0,1 g. 


FluBsaure verhalt sich beziiglich der letalen Dosis wie- 


derum dhnlich wie Schwefelsaure. 


Es sind nur 0,025 g zur Tétung von 10 g PreBhefe ndtig. 
Dabei wirkt hier schon eine Verdiinnung von 0,01°/, tédlich. 


27* 
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Z. B. kénnen 10g PreBhefe durch 25 ccm einer 0,01°/, igen 
FluBséure véllig abgetétet werden. 

Von Formaldehyd ist 0,025 g noch nicht ganz aus- 
reichend, um die Abtétung von 10g PreBhefe zu bewirken. 
0,05 g reicht schon véollig aus. 

Bemerkenswert ist, daB die Garkraft weniger leicht schwin- 
det als das Vermehrungsvermégen der Hefe. 

So kann man bei Anwendung von 50 ccm einer 0,1°/, igen 
Formaldehydlésung (= 0,05 g Formaldehyd) auf 10 g PreBhefe 
bemerken, da8 nach 24 Stunden noch Garkraft vorhanden ist, 
aber keine Vermehrungskraft mehr (Hefe tot). 

Bei Anwendung von nur 25 ccm einer 0,1°/,igen Form- 
aldehydlésung bleibt auBer dem Garvermégen auch noch etwas 
Vermebrungsfahigkeit iibrig. 

Das kann nun an der geringeren Empfindlichkeit der Zy- 
mase gegen Formaldehyd liegen; es liegt auch wirklich hierin 
der Grund. 

Hingegen wird durch 0,25°/, auch die Zymase zerstért, 
wenn geniigende Mengen Lésung gebraucht werden. 

In 500 ccm einer 0,25°/,igen Formaldehydlésung stirbt 
nicht bloB das Hefeprotoplasma von 10g PreBhefe, sondern 
auch die Zymase derselben ab. Es wird dann weder Rohr- 
zucker noch Malzzucker noch Traubenzucker vergoren. 

In Analogie mit gewissen anderen Versuchen mu8 wohl 
angenommen werden, daB es bei 0,25°/, Formaldehyd eine 
Quantitat Loésung gibt, welche die 10 g PreBhefe, aber nicht 
die Zymase derselben abtétet; denn die Zymase ist weniger 
empfindlich gegen Formaldehyd, somit weniger reaktionsfahig, 
sie wird also erst nach dem Hefeprotoplasma reagieren. 

Eigene auf diesen Punkt gerichtete Versuche’) haben das 
faktisch ergeben. 

Man kann die Menge einer 0,5°/,igen Schwefelsdiure so 
wiihlen, daB dadurch das Hefeprotoplasma getétet wird, die 
Zymase aber zum groBen Teile noch wirksam bleibt, wiewohl 
0,5°/, eine tédliche Konzentration nicht bloB fiir das Proto- 
plasma, sondern auch fiir die Zymase ist. 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 114. 
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Versuch 1. 


2 g frische PreBhefe wurden mit 2ccm einer 0,5°/,igen 
Schwefelsiure 24 Stunden lang stehen gelassen. 

Die Hefe wurde dann gewaschen und zu einem Garungs- 
versuch mit 50 ccm einer 10°/,igen Rohrzuckerlésung ver- 
wendet. 

Nach 6stiindigem Aufenthalt im Brutofen war kraftige 
Garung eingetreten. 

Das Garungsferment war also noch nicht abgetétet, wah- 
rend 2 ccm einer 0,5°/, igen Schwefelsaure, d.i. 0,01 g H,SO,, 
gerade ausreichen, um das Protoplasma von 2 g Hefe abzutéten 
(siehe oben). 

Versuch 2. 


2g frische PreBhefe wurden mit 3 ccm einer 0,5°/, igen 
Schwefelsiure versetzt, sonst alles wie bei Versuch 1. 

Nach 6 stiindigem Aufenthalt im Brutofen waren nur 2 ccm 
Gas gebildet. 

Also war hier auch das Garferment durch die Séure ab- 
getotet. 

Der Uberschu8 von 0,005 g H,SO, (gegen Versuch 1) hatte 
ausgereicht, um auch die vorhandene Zymase (durch chemische 
Bindung) nahezu vollig unwirksam zu machen. 


Versuch 3. 


2g frische PreBhefe mit 5 ccm einer 0,5°/,igen Schwefel- 
sdure, sonst wie bei Versuch 1. Nach 6 stiindigem Aufenthalt 
im Brutofen zeigte sich keine Spur von Garung; es war kein 
Gas gebildet worden. Die Zymase war also durch den vor- 
handenen Uberschu8 an H,SO, (0,015 g) véllig unwirksam ge- 
worden. 


Versuch 4. 


2 g frische PreBhefe mit 10 ccm einer 0,5°/,igen Schwefel- 
siure, sonst wie bei Versuch 1. Nach 6stiindigem Aufenthalt 
im Brutofen war keine Spur von Girung zu bemerken. Der 
UberschuB von Schwefelsiure (0,04 g) hatte hier natiirlich noch 
leichter ausgereicht zur Abtétung der ,,Zymase“ als bei Ver- 
such 2 und 3. 
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Man kann also faktisch die Menge der 0,5°/, igen Schwefel- 
siure so bemessen, dai dadurch das Hefeprotoplasma abgetétet 
wird, wahrend die Zymase noch zum groBen Teile wirksam 
bleibt. 2 ccm einer 0,5°/, igen Schwefelsiure haben auf 2 g 
(Miinchner) BrauereipreBhefe diese Wirkung. 3 ccm téten auch 
die Zymase ab. 

Zu erkliren ist dies nur aus der quantitativen Wirkung 
der Gifte unter der Annahme, da das ProtoplasmaeiweiS in 
rascherem Tempo reagiert als die Zymase. Ersteres nimmt 
das Gift rascher an sich als das letztere, so daB ein Punkt 
erreichbar ist, bei dem jede Zelle der angewendeten Hefe ab- 
getotet wird, wihrend die Zymase noch am Leben bleibt. 

Ganz ahnliche Versuche wurden vom Verfasser auch mit 
Formaldehyd angestellt. 

Es zeigte sich, daB 0,025 g Formaldehyd, welche 2 g Preb- 
hefe vdéllig abtéten, nur eine Spur von Giarkraft iibrig lassen, 
wahrend 0,015 g die Hefe véllig abtéten, aber die Garkraft noch 
zum betrachtlichen Teile bestehen lassen. 

Bei Sublimat, mit welchem Gift die gleichen Versuche 
gemacht wurden, geniigen 0,005 g, um die ginzliche Abtétung 
von 10g PreBhefe zu bewirken, die Giarkraft bleibt aber er- 
halten. 

Verfasser hat diese Versuche zunichst in der Absicht 
angestellt, eine Trennung von Leben und Garkraft herbeizu- 
fiihren. 

Weitere Versuche zu demselben Zwecke wurden dann in 
der Weise gemacht, da8 Verdiinnungen der Gifte ausfindig ge- 
macht wurden, die das Plasma téten, nicht die Enzyme’). Alle 
beide, namentlich die ersteren, kénnen zur Deutung der Gift- 
wirkung dienen. 

Ahnliche Versuche lassen sich unschwer auch mit dem 
Emulsin und Myrosin anstellen. 


Versuch a. 
Amygdalin 
PreBhefe . 
0,5°/,ige Schwefelsaure . 


1) B. in Arch. f. d. ges. Physiol. 152. 
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Nach 24 Stunden bei 20° war deutlicher Bittermandelél- 






























et geruch und Garung wahrzunehmen, ahnlich wie bei einem gleich- 
m zeitig aufgestellten Nebenversuch ohne Schwefelsiure. Sogar 
g ein im kalten Zimmer bei 10° aufgestellter Kontrollversuch 
oh ergab binnen 24 Stunden Mandeldlgeruch. 
g Versuch b. 
in eee ee 
at oo ee 
ct 0,5°/,ige Schwefelsiure . . 4 ccm 
- 

Nach 24 Stunden war weder Garung noch Bittermandel- 
it élgeruch wahrzunehmen. 

Ebensowenig nach 48 Stunden und nach 3 oder 4 Tagen 
3 und noch spater. 
a; Angesichts dieser Tatsachen ist es schwer, sich 
h von der Wirkung der Gifte eine andere Vorstellung 

zu machen, als von dem Verf. schon wiederholt an- 
e gegeben wurde, namlich die einer chemischen Bindung. 
8 0,5°/,ige Schwefelsiure ist bei geniigender Menge tédlich 
fiir Protoplasma und Enzym. 
‘ Wird nur etwas weniger Schwefelsiure von derselben 
1 Starke dargeboten, so ist das Protoplasma getétet, das Enzym 
nicht. 

, Nimmt man noch weniger Schwefelsiure von 0,5°/,, so 





wird nicht einmal die Hefe ganz abgetétet; man findet noch 
vermebrungsfahige Zellen. 

Kann das sein, wenn das Gift durch Kontakt und nicht 
durch chemische Bindung wirkt? 

Faktisch konnte von dem Verf. eine chemische Bindung 
nachgewiesen werden’); das Gift wird aus der Loésung weg- 
genommen, wenn man lebende Hefe in die Giftlésung eintragt 
(Ameisensiure bildet eine merkwiirdige Ausnahme); freilich 
meist weit mehr als zur Abtétung des Protoplasmas ndtig ist. 

Auf 20g PreBhefe von 30°/, Trockensubstanz betragt 
die Wegnahme: 


1) B. in Arch, f. d. ges. Physiol. 156. 
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aus konzen- aus sehr ver- 


trierteren ous verdinn- diinnten 
Losungen teren Lésungen Lésungen 
bei (1—5°/,) (ca. 0,5—0,05°/,) (ca. 0,04—0,01°/,) 


& g ~ 
Ammoniak . . ca. 1,0 _ 0,075 *) 
Natron ... ca. 1,86 0,00 0,00 
Hydrazinhydrat . . 0,50 0,1 — 
Schwefelsiure. . . 0,6 0,49 0,00 
FluBsiure .... 0,32 0,10 oe 
Ameisenséure. . . 0,00 0,00 0,00 
Essigsiure . . . . 0,90 0,00 0,00 
Oxalsiure ... . 0,945 0,00 0,00 
Schweflige Siure . — 0,072 0,072 


Es fallt auf, daB so groBe Mengen Gift gebunden werden. 
Von Ammoniak 1 g pro 20g Prebhefe, Natron 1,36 g. 
Das macht 5°/, bzw. 6,80°/, vom Gewicht der PreBhefe 
oder 15°/, bzw. 20,40°/, vom Gewicht der Hefetrockensubstanz. 
Bei Schwefelsiure macht es 3°/, vom Gewicht der PreBhefe. 
Es ist wohl kaum moglich, die Bindung auf einen andern 


Stoff als das Protein der Hefe zuriickzufiihren, das bekanntlich 
sehr reichlich vorhanden ist. Die Hefezellen gehéren zu den 
eiweiBreichsten. 

Die geringen Mengen von fliichtigen und nichtfliichtigen 
niederen organischen Saéuren (Kohlensiure, Milchsiure, Bern- 
steinsdure), die in der Hefe vorkommen kénnen, spielen offenbar 
bei der Basenbindung durch Hefe (es wird z. B. Ammoniak in 
erheblicher Menge gebunden)*) eine geringe Rolle. 

Ebenso diirften etwa vorhandene einfachere organische 
Basen fiir die Séurebindung durch Hefe eine geringe Bedeutung 
haben. 

Das Hefeprotein, welches das Plasma der Hefe aufbaut, 
ist offenbar ein K6rper von zweifacher, ja mehrfacher Natur. 

Er vermag Séuren zu binden wegen seiner basischen 
Gruppen. 

Basen werden von den sauren Atomgruppen desselben ge- 
bunden. 


1) Wenn lebend; tote Hefe bindet 0,00 g NH,. 
*) B. in Arch. f. d. ges. Physiol. 156. 
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Die Aldehydgruppen der Proteinstoffe binden bestimmte 
Gifte. 

DaB aus verdiinnteren Lésungen meist weniger Gift ge- 
bunden wird, ist zwanglos aus dem Absitzen der Hefe zu er- 
klaren. 

Warum in starker verdiinnter Lésung oft gar keine Bin- 
dung stattfindet, versteht sich leicht aus der bekannten Er- 
scheinung, daB chemische Reaktionen von einer gewissen Ver- 
diinnung an nicht mehr eintreten. Es ist die Reaktionsgrenze 
dann erreicht. 

Die Empfindlichkeit ist bei verschiedenen Stoffen sehr 
verschieden. 

So ist es auch zu begreifen, warum bei schwefliger Siure 
eine Bindung stattfindet, wenn die Verdiinnung 0,075°/, betragt 
(vielleicht bei noch gréBerer Verdinnung). Ebenso bei Am- 
moniak. 

Die Unterschiede zwischen Giften derselben Art, wie 
Schwefelsiure und Flu8siure und Essigsaure (bei gleicher 1 bis 
5°/, betragender Konzentration) erkliren sich aus dem ver- 
schiedenen Aquivalentgewicht. 

Von der Gesamtmenge Gift, die durch das Proto- 
plasma gebunden werden kann, ist wohl zu unter- 
scheiden die letale Dosis, von der schon friiher die Rede 
war (bei Schwefelsaiure betrigt Gesamtmenge 0,3 g, letale Menge 
0,025 bis 0,05 g pro 10 g Prefhefe). 

Letztere ist viel geringer als die erstere. 

Dafiir gibt es zwei Griinde. 

Fiirs erste geniigt natiirlich schon eine geringe Bindung 
fremdartiger chemischer Stoffe im Protoplasma, um das Weiter- 
leben unmdglich zu machen. Die schidliche Wirkung pflanzt 
sich bei der Eigenart des Protoplasmas, dem wir wohl eine 
sehr groBmolekulare Beschaffenheit zusprechen miissen, von 
einer Stelle, wo die chemische Schaidigung eingetreten ist, auf 
andere nicht direkt beschidigte Stellen fort. Das entspricht 
ja auch der direkten mikroskopischen Beobachtung. Wenn eine 
Spirogyrenzelle an einem Ende auf irgendeine Weise (chemisch 
oder mechanisch) geschidigt wurde, so bemerkt man bald ein 
Absterben der ganzen Zelle. 

Fiirs zweite reagieren in vielen Fillen auch tote Plasma- 
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proteinteile, weil eben das tote Plasmaprotein zum Teil die- 
selben Atomgruppen, z. B. Amidogruppen, enthalt wie das 
lebende, somit die Reaktion nach dem Tode der Zelle noch 


weiter fortschreitet. 


Die letalen Mengen von Gift fiir 10 g Hefe sind ubrigens 
vom Verf.*) sehr verschieden gefunden worden fiir verschiedene 


Arten von Gift. 


Sie betrigt pro 10g PreBhefe bei 


Schwefelsiure (H,SO,) . 
Schweflige Saure (SO,) . 
FluBsaure . 
Fluornatrium 

Salzsiure 


Chlor . ; 

Natron (NaOH) 

Salzsaures Hydroxylamin 
[NH,(OH). HCl) 


Kaliumchlorat 


Kaliumpermanganat . 
Wasserstoffsuperoxyd 


Eisenvitriol (FeSO,.7 aq) . 
Kobaltnitrat [Co(NO,), .6 aq] 
Nickelsulfat (NiSO,). . 
Zinkvitriol (ZnSO,.7 aq) . 
Manganvitriol ‘ 


Bleizucker. . . 


. Kupfervitriol (CuSO, -5 aq) . 


' Sublimat 
Silbernitrat 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 111. 


0,025 bis 0,05 g 
0,05 » O1 g 
0,01 0,025 g 
0,05 01 g 
0,05 01 g 
0,015 0,03 g 
0,05 Oi” g 


1 g reicht nicht aus (Salz nicht 
gespalten) 

1 g geniigt nicht (nicht giftig 
fiir Hefe?) 

0,02 bis 0,05 g 

Tétung der Hefe gelingt nicht, 
weil sich H,O, sofort an 
der Oberfliche der Hefe- 
zellen unter Schiumen zer- 
setzt. 

0,05 g geniigt 

0.25 bis 0,30 g geniigt 

0,2 g reicht nicht 

0,05 bis 0,1 g reicht 

0,4 g reicht nicht (Mangan- 
vitriol itiberhaupt nicht 
giftig fiir Hefe). 

0,05 bis 0,1 g reicht 

0,001 » 0,0025 g reicht 

0,005 » 0,01 g reicht aus 

0,01 » 0,02 g reicht 








lie- 
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Formaldehyd ...... . 0,025 » 0,05 g reicht 

Blausture. ....... . 04g reicht fiir 10 g Conferia, 
0,2 g noch nicht 

Buttersiure ....... . 0,05bis0,1 ¢ 

Strychninnitrat. . . . . . . 0,1 g reicht fiir 10 g Algen, 


0,025 g nicht (fiir 10 g 
Hefe reicht 1 g nicht?) 


Hydrochinon. . .... . . 1g reicht nicht 
Brenzkatechin ....... O5bisig 

PE eet se a ee ee 

Pyrogallol. . . .... . . wenig.als0,5g reichtf. 10g Hefe 
Methylviolett ...... . 0,2 bis0,25¢ 

Milchsfure ....... . 0,5g reicht nicht. 


Die geringste letale Dosis ist bei Kupfervitriol mit 0,001 
bis 0,0025 g verzeichnet, die gréBte bei Gerbsiure und Hydro- 
chinon mit 0,5 bis 1 g; 0,001 verhalt sich zu 0,5 wie 1: 500; 
es herrscht also ein 500facher Unterschied. 

Die Angabe bei Milchséure, wonach 0,5 g fiir 10 g Hefe 
nicht letal sind, ist so zu verstehen, daB die Hefe von Milch- 
siure in der vom Verf. angewandten Konzentration 0,5°/, nicht 
giftig fiir Hefe ist. 0,5°/, Milchsiure beeintrichtigt nach Miarcker 
die Hefevermehrung giinstig; 1°/, schadet nicht; 3,5°/, sistiert 
die Vermehrung der Hefe. 

Wie kommt es, daB Kupfervitriol, Sublimat ... schon bei 
so geringen Dosen letal sind? 

Sie rufen offenbar schon beim ersten Angriff auf die Zelle 
eine so empfindliche schwerwiegende Stérung hervor, da beim 
geringsten Eindringen an einer relativ engen Stelle des Proto- 
plasmas Abtétung des ganzen Zelleibes erfolgt. 

Wieviel von dem Kupfervitriol, Sublimat und anderen 
scharfen Giften faktisch im ganzen (die Bindung nach dem 
Absterben des Protoplasmas mitgerechnet) gebunden wird, wurde 
bis jetzt in einigen Fallen festgestellt, 

So binden 10 g PreBhefe aus 50 com einer 1°/, igen Kupfer- 
vitriollésung binnen 14 Tagen 0,125 g Kupfervitriol. 

Die schlieBlich gebundene Kupfervitriolmenge 
iibertrifft also die letale Dosis um das 100fache. 

Der Verlauf der Bindung und des hierdurch erfolgenden 
Absterbens des Protoplasmas kann besonders mit Farbstoffen, 
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wie Viktoriablau, Methylviolett, gut an Infusorien verfolgt 
werden. 

Bei Anwendung sehr hoch verdiinnter Lésungen bemerkt 
man, wie anfangs die Bewegung der bereits etwas gefairbten 
Infusorien noch fortdauert; erst mit der stirkeren Farbung 
tritt der Tod und damit die Bewegungslosigkeit ein, die Far- 
bung macht aber dann noch weitere Fortschritte, bis die Grenze 
der Bindung erreicht ist. 

Wie fest die chemische Bindung ist, wurde durch 
eine Anzahl von Versuchen festgestellt’*). 

So verindert Kupfervitriolhefe (Hefe, die Kupfervitriol 
gebunden hat) ihre Farbe mit 2°/,igem Ammoniak gar nicht. 
Mit konzentriertem 30°/,igem Ammoniak wird sie schwach 
blaugriinlich. 

Mit kohlensaurem Ammoniak verhialt es sich ahnlich. 

Atzkali faillt aus Kupfervitriollésung in der Kalte griinlich- 
blaues Kupferhydroxyd, in der Siedehitze schwarzes Kupferoxyd. 

Versetzt man Kupfervitriolhefe mit sehr verdiinnter Kali- 
lauge, etwa 1°/,iger, so nimmt sie eine blaBrosarote Farbe an. . 

Offenbar handelt es sich hier um eine Biuretreaktion, die 
die Proteinstoffe der Hefe geben. 

Ahnlich verhilt sich die Kupfervitriolhefe gegen Natronlauge. 

Es ist also ein ganz anderes Verhalten als das des unge- 
bundenen Kupfervitriols zu konstatieren. 

Durch |Erwirmen bis zum Siedepunkt erhdht sich noch 
die Rotviolettfairbung. 

Rhodankalium fallt aus konzentrierten Kupfervitrioll6sungen 
schwarzes, leicht zersetzliches Kupferrhodanid (CNS),Cu. 

Die Kupfervitriolhefe wird durch Rhodankaliumlésungen 
nicht im geringsten dunkel gefarbt. 

Aus dieser Reaktion geht wohl zweifellos hervor, daB das 
Kupfervitriol chemisch gebunden wurde (mit Schwefelwasser- 
stoff nimmt die Kupfervitriolhefe eine schwache Rosafirbung 
an, keine Schwarzfarbung). 

Ammoniakhefe gibt mit rotem Lackmuspapier nur Spuren 
von alkalischer Reaktion, obwohl sie mehrere Prozente Ammo- 
niak enthalt. 


1) B. in Arch. f. d. ges. Physiol. 156. 
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Sie riecht auch nicht nach Ammoniak. 

Beim Kochen mit Kalkhydrat wird Ammoniak abgespalten. 

Mit salpetersaurem Quecksilberoxydul nimmt die Ammoniak- 
hefe keine dunkle Farbung an. 

Bringt man gut ausgewaschene Eisenvitriolhefe in 
Schwefelkaliumlésung, so nimmt dieselbe keine Schwarzfairbung an. 

Mit Kali- oder Natronlauge erleidet sie keine sichtbare 
Verainderung, selbst nicht bei Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd. 

Mit Ferrocyankalium reagiert sie in keiner sichtbaren Weise, 
ebensowenig mit Ferricyankalium. 

Bleizuckerhefe wird allerdings durch Schwefelammonium 
schwarz gefarbt. Also tritt hier eine Abspaltung des gebun- 
denen Bleies ein. 

Ebenso farbt sich Sublimathefe mit Schwefelammonium 
intensiv schwarz. 

Dagegen erleidet sie mit Kalilauge oder mit Jodkalium 
keine sichtbare Veranderung. 

Auch bei Enzymen 1a6t sich eine chemische Bindung 
des Giftes nachweisen. 

Das Emulsin aus Mandeln vermag Basen und Sauren zu 
binden ’). 

Bei Anwendung von n-Ammoniak war eine Bindung von 
4,25°/, NH, durch das Emulsin nachzuweisen. 

Bei n-Schwefelsiure eine Bindung von 7,35°/, H,SO,. 

Mein Mandelemulsin war eine trockene Masse, bestand aus 
durchschimmernden grauvioletten Stiickchen, war in Wasser 
schwer léslich, in n-Ammoniak etwas mit braunlicher Farbe 
léslich, der Riickstand schleimig, in n-Schwefelsiure unléslich 
(Reaktion gegen Lackmus etwas sauer). 

Ein (von Griibler, Dresden, stammendes) Labpulver von 
sehr guter Wirkung auf Milch wurde von mir ebenfalls auf 
Bindungskraft gegen Saiuren und Basen gepriift. 

Es stellte sich heraus, daB davon 3,4°/, Ammoniak und 
2,94°/, Schwefelsiure gebunden werden, beide aus Normallésung. 

Die Reaktion meines Labpulvers gegen Lackmus war sauer. 
1 g Lab léste sich in 10 com Wasser teilweise, 10 com n-Ammo- 
niak ganz auf. 


1) B. in dieser Zeitschr. 70, Heft 3 und 4. 
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Mit frisch bezogenem Trypsin, einem graugelblichen Pul- 
ver, das aus der Bauchspeicheldriise hergestellt war, ergab ein 
Versuch 3,4°/, Ammoniakbindung und 1,96°/, Schwefelsiure- 
bindung. 

Die Reaktion des Pulvers war neutral, 1 g Trypsinpulver 
war in 10 ccm Wasser nur wenig loslich, dito in 10 ccm 
n-Schwefelsiure, aber ganz leicht léslich in 10 com n-Ammoniak. 

Ein altes Trypsinpulver vermochte sogar 3,79°/, Ammo- 
niak und 5,88°/, Schwefelsiure zu binden. Seine Reaktion 
gegen Lackmus war neutral; im Wasser war es ziemlich schwer 
léslich, ebenso in n-Schwefelsiure, leichter in n-Ammoniak. 

Ein Priparat Taka-Diastase, das eine ganz schwach 
alkalische Reaktion gegen Lackmuspapier zeigte, vermochte 
3,74°/, seines Gewichtes Ammoniak zu binden. 

Malzdiastase, ein gelblichgraues, kaum merklich alkalisch 
reagierendes, in Wasser fast unldsliches Pulver, das auch in 
n-Ammoniak und n-Natron nur wenig léslich war, vermochte 
10°/, Ammoniak zu binden. 

Hingegen konnte eine Bindung der n-Schwefelsdure nicht 
festgestellt werden. 

Pepsin war unter allen bis jetzt gepriiften Fermenten das 
einzige, das weder Séure aus n-Schwefelsiure, noch Ammoniak 
aus n-Ammoniak zu binden vermochte. 
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Uber den biochemischen Abbau sekundarer und tertiirer 
Amine durch Hefen und Schimmelpilze. 


Von 


Felix Ehrlich. 


(Aus dem Landwirtschaftlich-technologischen Institut der Universitit 
Breslau.) 


(Eingegangen am 21, April 1916.) 


Die durch friihere Arbeiten’) gewonnene Erkenntnis, daB 
bei der Assimilation Hefe die a-Aminosaéuren normal zu den 
um ein C-Atom armeren Alkoholen abbaut, wahrend gewisse 
Schimmelpilze, wie Oidium lactis und andere, daraus Oxy- 
siuren von gleicher Kohlenstoffanzahl bereiten, entsprechend 
den beiden Gleichungen 

R.CH(NH,).CO,H +- H,O = R.CH,OH +- CO, + NH, 
und 

R.CH(NH,).CO,H -+- H,O = R.CH(OH).CO,H -++ NH,, 
lieB weitere Untersuchungen dariiber erwiinscht erscheinen, ob 
ahnlich konstituierte organische Stickstoffverbindungen einer 
analogen Wirkung dieser Mikroorganismen unterliegen. 

Zuniachst zeigten Versuche*) an primaéren Aminen der 
Fettreihe und der fettaromatischen Reihe, daB diese fiir den 
menschlichen und tierischen Organismus mehr oder minder 


1) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8, 1906; 2, 52, 1906; 8, 438, 1908; 
18, 391, 1909; 36, 477, 1911; 68, 379, 1914; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
39, 4072, 1906; 40, 1027, 2538, 1907; 44, 139, 888, 1911; 45, 883, 1912. 
*) F. Ehrlich und P. Pistschimuka, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 


45, 1006, 1912. 
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giftigen Substanzen fiir manche Hefen- und Schimmelpilzrassen 
ausgezeichnete Stickstoffnahrstoffe bilden, die bei der Assimi- 
lation ebenfalls desamidiert und fast quantitativ in Alkohole 
iibergefiihrt werden: 


R.CH,.NH, + H,O = R.CH,OH + NH,. 
So wurde aus Isoamylamin Isoamylalkohol - 
(CH,),CH, .CH,.CH,NH, — (CH),CH, .CH,.CH,OH 


und aus p-Oxyphenylathylamin p-Oxyphenylathylalkohol (Ty- 
rosol) 


HO< > CH,.CH,NH,—-HO< > CH,.CH,OH 


mittels der Hefe Willia anomala Hansen und des Schimmel- 
pilzes Oidium lactis erhalten. Es hat hier also in gewissem 
Sinne eine Entgiftung der Basen durch das Wachstum der 
Mikroorganismen stattgefunden, die besonderes physiologisches 
Interesse bietet, da neuerdings M. Guggenheim und W. L6ff- 
ler’) die gleichen Uberginge von Aminen in Alkohole im Tier- 
kérper festgestellt haben. 

Andrerseits lieB sich auch der Nachweis erbringen, da 
trimethylierte Aminoséuren vom Typus des Betains’) 
durch bestimmte Heferassen ahnlich wie einfache Aminosauren 
durch Schimmelpilze*) zu Oxysauren abgebaut werden, z. B. 
Betain selbst zu Glykolsaure 


(CH,),N.CH, .COO + H,O = CH,(OH).CO,H + N(CH,),, 


wobei das intermediar abgespaltene Trimethylamin ebenso wie 
das Ammoniakmolekiil in den obigen biochemischen Gleichungen 
dem weiteren Ab- und Aufbau des Assimilationsprozesses an- 
heimfallt. 

Angesichts der hier schon zu beobachtenden Mannig- 
faltigkeit der verschieden konstituierten organischen Stickstoff- 
verbindungen, die dem Angriff von Mikroorganismen erliegen, 


1) Diese Zeitschr. 72, 325, 1915. 

*) F. Ehrlich und F. Lange, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 
2746, 1913; Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind. 64, 158, 1914. 

8) F. Ehrlich und K. Jacobsen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 
888, 1911. 
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schien es nun in mehrfacher Hinsicht von Interesse zu ver- 
suchen, ob auch sekundare und tertiaére Amine dhnlicher 
biochemischer Umwandlungen fahig sind und ob sich in diesem 
Falle analoge Stoffwechselprodukte isolieren lassen. Zu dieser 
Vermutung muBte schon der eigenartige biochemische Abbau 
des Betains fiihren, das seiner Konstitution nach als carboxy- 
liertes tertiires Amin aufzufassen ist, aber ganz ahnlich wie 
die priméren Amine von Kahmhefen gespalten wird. 

Uber das biochemische Verhalten von Mikroorganismen 
gegen sekundare und tertiire Amine liegen bisher nur wenige 
Angaben’) in botanischen Arbeiten vor, die sich allein auf das 
Wachstum gewisser Schimmelpilze beziehen. So haben Lutz 
und spiter Czapek Vegetation von Aspergillus niger und 
Penicillium glaucum auf den Lésungen von Mono-, Di- und 
Trialkylaminen feststellen kénnen, kommen aber hinsichtlich 
des Nahrwerts dieser Stickstoffverbindungen zu einander wider- 
sprechenden Resultaten. Auch finden sich in keinem Falle in 
der Literatur Mitteilungen dariiber, ob Amine derartiger Kon- 
stitution vollstindig oder unter Spaltung zur Assimilation ge- 
langt sind. 


In den folgenden Versuchen wurden sterile Lésungen von 
sekundaren und tertiéren Aminen, die mit Zucker oder 
Alkohol als Kohlenstoffquelle und mit entsprechenden anorga- 
nischen Nahrsalzen bei Abwesenheit jeder sonstigen Stickstoff- 
nahrung versetzt waren, mit Reinkulturen der Heferasse Willia 
anomala Hansen und der Schimmelpilze Oidium lactis 
und Penicillium glaucum beimpft und nach langerem Wachs- 
tum der Organismen auf dabei entstandene Abbauprodukte 
untersucht. 

Fiir die Zwecke der Versuche erschienen als sekundares 
Amin das Adrenalin, als tertiires das Hordenin besonders 
geeignet, zwei Basen, die wegen ihrer interessanten chemischen 
und physiologischen Eigenschaften ja gerade in den letzten 
Jahren vielseitige Durchforschung erfahren haben. 





1) Lafar, Handbuch der techn. Mykologie, 2. Aufl. 1, 406 bis 408. 
Biochemische Zeitschrift Band 75. 28 
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In allen folgenden Versuchen lieB sich ein deutliches Wachs- 
tum der betreffenden Organismen auf Adrenalinlésungen wahr- 
nehmen, allerdings verlief die Vegetation meist nur schwach 
und langsam, auch zeigten die Hefen und Pilze off schon nach 
einigen Tagen eine eigentiimliche Hemmung in ihrer Entwick- 
lung. Immerhin war nach einigen Wochen in mehreren Kul- 
turen soviel Pilz gewachsen, daB eine Bestimmung der ge- 
ernteten Trockensubstanz ausgefiihrt werden konnte, die z. B. 
bei Penicillium glaucum in einer 0,04°/,igen Adrenalinlésung 
nach Verlauf von 11 Monaten im ganzen 1,18 g mit 0,0126 g 
Stickstoff betrug. Auch war bei den mit Willia anomala be- 
impften Fliissigkeiten ein deutlicher Geruch nach Essigester 
wahrnehmbar, der fiir das Wachstum dieser Hefe besonders 
charakteristisch ist. Bei einer offen aufbewahrten Adrenalin- 
lésung, die infolge der Infektion durch Luftkeime von Bakterien 
und einer Reihe von Schimmelpilzen befallen war, wurden 
0,84 g Pilztrockensubstanz mit 0,0133 g Stickstoff geerntet. 
Es scheint also soviel sicher, daS auch ein sekundires 
Amin wie das Adrenalin unter Umstinden als Stickstoff- 
nahrung fiir manche Mikroorganismen dienen kann, was in 
Anbetracht der groBen Giftigkeit dieser Base nicht ohne Inter- 
esse sein diirfte. 

Eine Isolierung und Reindarstellung von Stoffwechselpro- 
dukten aus den beimpften Adrenalinlésungen war vorliufig 
leider nicht durchzufiihren, da nur geringe Mengen dieser kost- 
baren Substanz zur Verfiigung standen. Immerhin war in einem 
Versuche deutlich der Nachweis zu ervringen, da8 sich beim 
Wachstum von Willia anomala auf Adrenalin eine im Gegen- 
satz zum Adrenalin in Ather lésliche Substanz isolieren 1aBt, 
die Fehlingsche Lésung und ammoniakalische Silberlésung re- 
duzierte, die letztere bereits in der Kalte, und die mit ver- 
diinnter Eisenchloridlésung eine bestiandige olivgriine Farbung 
gab. Aus diesem Verhalten des bisher nur durch seine Re- 
aktionen zu kennzeichnenden Stoffwechselproduktes und aus 
den unten mitgeteilten Befunden am Hordenin 14Bt sich mit 
einer gewissen Wahrscheinlichkeit der Schlu8 ziehen, daB ahn- 
lich wie die primaéren Amine zu Alkoholen das von der Kahm- 
hefe assimilierte Adrenalin partiell zu dem entsprechenden 
Alkohol, dem m-p-Dioxyphenyliathylenglykol, abgebaut 
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wird, der seiner Konstitution zufolge gleichgerichtete Reaktionen 
geben miBte, entsprechend dem Schema: 


<p (OH).CH,.NH(CH,) HO/ \CHOH.CH,OH 
HO' —--—> HO\ / 


Adrenalin m-p-Dioxyphenyl&thylenglykol 


Noch deutlicher als am Adrenalin lieB sich die eigentiim- 
liche biochemische Umwandlung von am Stickstoff methylierten 
Aminen durch Hefe- und Schimmelpilze an einer tertiiren Base, 
dem Hordenin, verfolgen. Diese stark basische Substanz von 
geringerer blutdrucksteigernder Wirkung wie das Adrenalin ist 
zuerst aus Malzkeimen isoliert worden’). Ihre chemische Kon- 
stitution als p-Oxyphenylathyldimethylamin 


HO¢ CH, .CH, .N(CH,), 


wurde durch eine ganze Reihe von Synthesen’) sichergestellt. 
Uber das Verhalten der tertiiren Base gegen Mikroorganismen 
ist bisher nur soviel bekannt, daB sie auf schidliche Bakterien 
des Darmes nach Roux abtétend wirkt, weshalb man wohl 
friiher Abkochungen hordeninhaltiger Malzkeime therapeutisch 
verwendet hat. 


Die folgenden Versuche zeigen zunachst, daB das Hordenin 
auf gewisse Heferassen, wie die Kahmhefen, und ebenso auf 
Schimmelpilze keineswegs giftig wirkt. Vielmehr lieB sich be- 
obachten, daB diese Mikroorganismen auf den Liésungen der 
Base zum Teil sehr iippig gedeihen und den Stickstoff des 
Hordenins fiir den Eiwei8aufbau sehr giinstig verwerten konnen, 
wie aus den nicht unbetrachtlichen Mengen der geernteten Pilz- 
trockensubstanz ersichtlich ist. Dabei ist zu bemerken, dab das 


1) Léger, Compt. rend. 142, 108, 1906. — Gaebel, Arch. Pharm. 
244, 435, 1906. 

*) G. Barger, Journ. Chem. Soc. 95, 2193, 1909. — K. W. Rosen- 
mund, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 48, 306, 1910. — Fr. Bayer & Co. 
D.R.P. Kl. 12 Nr. 23069, 1910. — H. Voswinckel, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 45, 1004, 1912. — F. Ehrlich und P. Pistschimuka, ebenda 
45, 2428, 1912. 
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Wachstum ebenso gut erfolgt, wenn den Pilzen statt Zucker 
Alkohol als Kohlenstoffquelle dient. 

Bei der Nachforschung iiber den Verlauf der biochemischen 
Umwandlung des Hordenins durch Hefen und Schimmelpilze 
lieB sich nachweisen, daB durch die Vegetation von Willia 
anomala und Oidium lactis wesentliche Mengen von Hordenin 
aus den Lésungen verschwanden und daB an Stelle der Base 
in aquivalenter Menge sich in den vergorenen Lésungen der 
Alkohol Tyrosol (p-Oxyphenylathylalkohol) vorfand, der sich 
daraus nach bekannten Methoden leicht isolieren lieB. Es war 
also aus dem Hordenin durch Pilzgérung dieselbe Substanz 
entstanden, wie sie durch Vergérung von Tyrosin’) und 
p-Oxyphenylathylamin’) erhalten worden ist. 

Die biochemische Umwandlung des Hordenins durch die 
genannten Mikroorganismen kann also nur derartig verlaufen 
sein, daB unter Wasseranlagerung und Desamidierung der Di- 
methylamidogruppe sich der entsprechende p-Oxyphenyl- 
athylalkohol zufolge der Gleichung gebildet hat: 


HO< _ CH, .CH, .N(CH,), + H,0 


Hordenin 


=HO< _CH,.CH,OH + NH(CH,), 
Tyrosol 


Das in dieser Gleichung erscheinende Dimethylamin war 
nach Beendigung der Versuche in der Nahrfliissigkeit in keinem 
Falle nachweisbar. Dieser negative Befund kann indes nicht 
iiberraschen, wenn man in Betracht zieht, daB auch bei der 
Vergérung von Aminoséuren sich in der vergorenen Lésung das 
primar abgespaltene Ammoniak nicht auffinden laBt, weil es 
sofort von den Pilzen zu EiweiB verarbeitet wird und daher 
in statu nascendi aus der Fiiissigkeit verschwindet. Wie auch 
aus friiheren Untersuchungen*) am Betain zu folgern ist, muB 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1047, 1907; 44, 
139, 1911. 

*) F. Ehrlich und P. Pistschimuka, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
45, 1006, 1912. 

5) F. Ehrlich und F. Lange, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 2746, 
1918; Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind. 64, 158, 1914. 
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man annehmen, da8 das intermediar aus Hordenin hervor- 
gegangene Dimethylamin sich unter Wasseraufnahme spaltet : 


NH (CH,), -- H,O = NH, + 2CH,OH, 


und daB die dabei auftretenden Produkte, Ammoniak und 
Methylalkohol, die sich ebenfalls im Verlaufe der Vegetation 
nicht nachweisen lassen, wahrscheinlich nach weiterer Oxydation 
in irgend einer Weise im Stoffwechsel der Pilze verwertet 
worden sind. 

Als bemerkenswertes Resultat dieser Versuche ware noch 
hervorzuheben, daB eine verhaltnismaBig so giftige Substanz 
wie Hordenin einen so giinstigen Nahbrstoff fiir manche Mikro- 
organismen bildet, und da8 das Wachstum von Pilzen darauf 
eine Art Entgiftung herbeifiihrt, indem aus der giftigen Base 
der ungiftige Alkohol Tyrosol hervorgeht’). 

Kulturversuche mit Penicillium glaucum zeigten ebenfalls 
kraftiges Wachstum dieses Pilzes auf Hordeninlésungen, doch 
lieB sich kein kristallisiertes Abbauprodukt aus dem Nahr- 
substrat isolieren. Immerhin war der Nachweis zu fiihren, dab 
in diesen Versuchen Tyrosol nur in Spuren, vielleicht als Ester 
auftritt, wihrend aus dem gréBeren Teil der Base eine in Ather 
lésliche die Millonsche Reaktion gebende Glige Saure entsteht, 
die sich von anderen sirupésen Verbindungen und der nebenher 
entstandenen Bernsteinsiure nicht trennen lieB. Vielleicht ist 
hier durch weitergehende Oxydation die p-Oxyphenylessig- 
séure entstanden. Bei linger dauerndem Wachstum zeigte 
sich, daB die die Millonsche Reaktion gebende Saéure nur noch 
in Spuren nachweisbar war, so da8 also anzunehmen ist, daB 
auch der Benzolkern im Hordenin schlieBlich eine Sprengung 
durch den Pilz erfahren hat, ahnlich wie dies F. Ehrlich und 
K. A. Jacobsen*) bei Kulturversuchen von Penicillium glaucum 
auf Tyrosin beobachtet haben. 

Von den SchluBfolgerungen, die aus den vorliegenden und 
den friiheren Versuchsresultaten zu ziehen sind, diirfte in 


1) Wie die Herren Geh. Rat J. Poh! und Prof. J. Biberfeld im 
hiesigen Pharmakologischen Institut auf meine Bitte bereits vor langerer 
Zeit festgestellt haben, ist Tyrosol auch in gréBeren Dosen eine fiir den 
tierischen Organismus indifferente Substanz. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 888, 1911. 
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biochemischer Hinsicht namentlich die Eindeutigkeit 
interessant erscheinen, mit der in ganz heterogen zu- 
sammengesetzten organischen Stickstoffverbindungen, 
wie primaren, sekundéren und tertiéren Aminen, 
normalen und trimethylierten Aminosauren, durch 
manche Arten von Mikroorganismen regelmaBig und 
in zahlreichen Fallen fast quantitativ ein Ersatz der 
Stickstoffgruppe durch die Hydroxylgruppe erfolgt. 
Zweifellos werden sich solche biochemischen Reaktionen noch 
in verschiedenster Richtung variieren lassen und &hnlich, wie 
jetzt zur praparativen Darstellung von manchen sonst schwer 
zuganglichen Alkoholen mittels Hefe und von Oxysiuren mittels 
Oidium lactis, wird man die schonend abbauende Wirkung vieler 
Mikroorganismen noch fiir die Gewinnung und vielleicht auch 
fiir die Konstitutionsaufklarung mancher anderen organischen 
Substanzen vorteilhaft verwerten kénnen. 

Vom pflanzenphysiologischen Standpunkt aus ver- 
dient Beachtung, daB auBer Aminosdéuren und primaéren Aminen 
auch methylierte Amine in vielen Fallen zur normalen 
Plasmabildung von Mikroorganismen ausgenutzt werden. 
Es wirft dies vielleicht ein Licht auf die Frage, ob die in den 
grinen Pflanzen auftretenden Alkaloide, die ja an Alkylamin- 
gruppen reich sind, Endprodukte des Stoffwechsels der Pflanzen 
darstellen oder Zwischenprodukte, die im Leben der Pflanzen 
noch weiteren biochemischen Umwandlungen unterliegen. 
Adrenalin und Hordenin sind ja noch mehr wie das Betain 
basische Verbindungen, die man chemisch und physiologisch 
als den Alkaloiden nahestehend bezeichnen kann. Es ist nicht 
unwahrscheinlich, daB auch in der wachsenden griinen Pflanze 
infolge ahnlicher Vorgiinge, wie sie sich bei der Vegetation von 
Hefen und Schimmelpilzen abspielen, das urspriinglich vermut- 
lich aus dem Tyrosin iiber das Tyrosol hervorgegangene 
Hordenin') wieder in das Tyrosol zuriickverwandelt 


HO< CH, .CH(NH,).CO,H 


—-HO~ CH,.CH,OH —--HO< CH, .CH,.N(CH,), 


1) F. Ehrlich und P. Pistschimuka, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
45, 2428, 1912. 
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und damit wieder anderen Stoffwechselprozessen nutzbar ge- 
macht wird. Das Gleiche gilt fiir die Beziehungen des Betains 
zur Glykolsiure in der Zuckerriibe '). 


Experimenteller Teil 


nach Versuchen von Fritz Lange’). 


Adrenalin *). 
Versuch 1. 


0,1 g Adrenalin wurde zusammen mit 0,06 g KH,PO,, 
0,02 g MgSO, +- 7H,O, 0,02 g NaCl nebst minimalen Spuren 
FeSO, und einigen Kubikzentimetern verdiinnter Essigsiure in 
200 com Wasser gelést. Nach der Sterilisation wurden zu der 
gegen Lakmus ganz schwach sauer reagierenden Lésung, die 
sich waihrend des Kochens dunkelbraun gefirbt hatte, vorsichtig 
3ccm Athylalkohol zugesetzt und die Fliissigkeit mit Willia 
anomala Hansen beimpft. Das Wachstum war zwar dauernd 
schwach, doch hatte sich nach 8 Wochen immerhin 0,01 g Hefe- 
trockensubstanz mit 0,0014 g N gebildet. Die mikroskopische 
Kontrolle ergab nach dieser Zeit fast ausnahmslos lebende Zellen, 
die sehr vakuolenreich waren. 


Versuch 2. 


Zu einer sterilen Lésung von 5 g Saccharose neben 0,3 g 
KH,PO,, 0,1 g MgSO, +- 7H,O, 0,1 g NaCl ohne Zusatz von 
FeSO, in 1 Liter Wasser wurde mittels Filtration durch eine 
sterile Chamberlandkerze eine kalt bereitete essigsaure Loisung 
von 0,5 g Adrenalinoxalat zugesetzt und die vollkommen 
ungefarbte Versuchslésung mit Willia anomala Hansen be- 
impft. Die Hefe wuchs anfangs unter Bildung einer zarten 


1) F. Ehrlich und F. Lange, Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind. 64, 
158, 1914. 

*) Inaugural-Dissertation. Breslau 1914. 

*) Die Adrenalinpraparate wurden uns fiir die Versuche freundlichst 
von Herrn Geh. Rat Prof. Gadamer zur Verfiigung gestellt, wofiir ich 
auch an dieser Stelle verbindlichst danke. 
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Kahmhaut deutlich weiter. Nach einigen Wochen trat jedoch 
eine merkbare Hemmung ein, so daB der Versuch nach 2 Mo- 
naten abgebrochen wurde. In dieser Zeit hatte sich 0,15 g 
Hefetrockensubstanz mit 0,0069 g N gebildet. Die Gesamt- 
aciditat des Filtrats entsprach verbrauchten 6 ccm ®/, NaOH. 
Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade vorsichtig zum Sirup 
eingedampft und dieser nach dem Ansauern mit 10°), iger 
Schwefelsiure ausgeithert. Nach dem Verdunsten des mit 
gegliihtem Natriumsulfat getrockneten Atherauszuges blieb ein 
sauer reagierendes braunes, zum Teil verharztes Ol (0,05 g) 
zuriick, mit dessen wasserléslichem Anteil parallel mit einer 
frisch hergestellten Adrenalinlésung die folgenden Reaktionen 
angestellt wurden. Mit Eisenchlorid entstand eine olivgriine 
bestandige Farbung, wahrend die mit der Adrenalinlésung an- 
gestellte Reaktion eine anfangs blaue, bald griin und schlieBlich 
rotlichbraun werdende Fiarbung ergab. In beiden Fallen wurde 
Fehlingsche Lésung und ammoniakalische Silberlésung stark 
reduziert, die letztere bereits in der Kilte. 


Versuch 3. 


0,1 g Adrenalin wurde mit den iiblichen Nahrealzen und 
etwas Essigsiure in 200 com Wasser gelést und nach der Steri- 
lisation vorsichtig mit 3 ccm Alkohol versetzt. Die Reaktion 
gegen Lakmus war schwach sauer. Der mit Oidium lactis 
beimpfte Versuch zeigte wie bei Willia anomala nur ein mabiges 
Wachstum. Nach 2 Monaten hatte sich 0,01 g Pilztrocken- 
substanz mit 0,0015 g N gebildet. Die mikroskopische Kontrolle 
ergab meist lebende Zellen mit stark gekérntem Inhalt, was 
also auf einen gewissen Hungerzustand des Pilzes hindeutete. 


Versuch 4. 


Eine wie in Versuch 2 hergestellte Nahrlésung, die im 
Liter 0,4 g Adrenalin und 4g Invertzucker enthielt, wurde 
mit Penicillium glaucum beimpft. Die Vegetation machte 
im Anfang nur maBige Fortschritte, da der Pilz submers wuchs. 
Nach 11imonatlichem Stehen des Versuches hatte sich aber 
allmahlich eine ziemlich starke Pilzdecke gebildet, deren Trocken- 
gewicht 1,18 g betrug und die 0,0126 g N enthielt, was 0,16 g 
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assimiliertem Adrenalin, also fast der Halfte der angewandten 
Substanz entsprechen wiirde. Irgendwelche Abbauprodukte des 
Adrenalins lieBen sich aus der Fliissigkeit nicht isolieren. 


Versuch 5. 


Eine Niahrlésung, die 0,2 g Adrenalin und 4 g Invert- 
zucker in 200 ccm Wasser gelést enthielt, wurde der frei- 
willigen Infektion iiberlassen. Nach kurzer Zeit siedelten 
sich Bakterien und Schimmelpilze an, die bald die gesamte 
Nahrlésung mit einem schwarzlichen Mycel erfiillten, das nach 
12 monatlichem Stehen 0,84 g Trockensubstanz mit 0,0133 g N 
lieferte, entsprechend 0,17 g assimiliertem Adrenalin. Danach 
war also der gréBte Teil des Stickstoffs der Base von den 
Mikroorganismen verbraucht worden. 


Hordenin. 


Das fiir die Kulturversuche verwendete Hordenin wurde 
aus getrockneten Malzkeimen nach einem gegeniiber den friiheren 
etwas vereinfachten Verfahren dargestellt. Die gedarrten Malz- 
keime waren frisch von der Breslauer Aktien-Malzfabrik be- 
zogen. Sie stammten von einem wenig gedarrten_,,Pilsener 
Malz*. 

3 kg Malzkeime wurden in engmaschig gestrickten wollenen 
Beuteln mit kochendem Wasser erschépfend extrahiert. Die 
gesammelten Filtrate wurden iiber freier Flamme, zuletzt auf 
dem Wasserbade bis zum Sirup eingedampft, dieser mit dem 
2- bis 3fachen Volumen 96°/,igem Alkohol verriihrt und der 
hierbei ausfallende, zum Teil aus EiweiSstoffen bestehende 
Niederschlag nach etwa einstiindigem Stehen abfiltriert. Das 
vollstandig klare, goldgelbe Filtrat wurde durch Destillation 
vom Alkohol befreit, dessen letzte Spuren durch mehrmaliges 
Abdampfen des zuriickbleibenden Sirups mit Wasser entfernt 
wurden. Zur Gewinnung des Hordenins wurde dieser Sirup 
nunmehr mit Soda schwach alkalisch gemacht und erschépfend 
mit Ather extrahiert. Beim Verdampfen der atherischen Aus- 
ziige krystallisierte sofort fast reines Hordenin aus, das aus 
Wasser unter Zusatz von Blutkohle umkrystallisiert wurde. Die 
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so erhaltenen Praparate schmolzen bei 117 bis 118°. Die Ge- 
samtausbeute betrug etwa 12g Rohprodukt bzw. 10g reines 
Hordenin. 


Versuch 1. 


1 g Hordenin wurde unter Zugabe von 10 g Saccharose, 
0,3 g KH,PO,, 0,1 g MgSO, +-7H,0, 0,1 g NaCl und Spuren 
FeSO, in 1 Liter Wasser gelést und mit Phosphorsiure neu- 
tralisiert. Die Reaktion der Nahrlésung war vor dem Versuch 
gegen Lakmus schwach sauer. Nach dreimaliger sorgfaltiger 
Sterilisation wurde der Kolben mit der Heferasse Willia 
anomala Hansen beimpft. Das anfangs maBige Wachstum 
wurde schon nach wenigen Tagen sehr intensiv, was auBerlich 
durch die Bildung einer starken fiir diese Hefeart charakte- 
ristischen Kahmhaut zum Ausdruck kam. Als nach 12 Wochen 
ein Stillstand in der Vegetation eingetreten zu sein schien, 
wurde der Versuch abgebrochen und die entstandene Hefe 
durch ein gewogenes Filter von der Fliissigkeit abgetrennt. Die 
bei 105° getrocknete Hefesubstanz wog 0,52 g und enthielt 
0,0207 g N nach Kjeldahl. Die Gesamtaciditaét des Filtrats 
entsprach verbrauchten 17ccm ®/,-NaOH gegen Phenolphtalein. 
Die stark nach Essigester riechende Lésung, in der mit Ness- 
lerschem Reagens keine Spur freies Ammoniak und Dimethyl- 
amin nachweisbar war, wurde auf dem Wasserbade zum Sirup 
eingedampft, dieser mit Schwefelsiure deutlich angesduert und 
etwa 20 Stunden ausgeithert. Der hierbei erhaltene Extrakt, 
der also frei von Hordenin war, wurde mit Natriumbicarbonat 
gegen Lakmus alkalisch gemacht und wiederum erschépfend 
ausgeithert. Der mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknete Ather- 
extrakt lieferte beim Verdampfen 0,22 g fast reines Tyrosol 
vom Schmelzpunkt 92°, das fiir die Analyse noch aus Chloro- 
form umkrystallisiert wurde. Im Vakuum iiber Schwefelsaure 
getrocknet lieB sich schlieBlich 0,13 g vollkommen reines Tyrosol 
vom richtigen Schmelzpunkt 93° gewinnen. 


0,1262 g Sbst. 0,3215 g CO,; 0,0831 g H,0. 
C,H,,0, (mol 138) Ber. C 69,56; H 7,25 
Gef. » 69,48; » 7,37. 
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Versuch 2. 


Eine sterile Lésung von 0,9g Hordenin, 20g Invert- 
zucker und den iiblichen anorganischen Nahrsalzen in 1] Wasser, 
deren Alkalitét durch Phosphorsiure bis zur schwach sauren 
Reaktion gegen Lakmus abgestumpft war, wurde mit der Hefe- 
rasse Willia anomala Hansen beimpft. Nach 3monatlichem 
guten Wachstum hatte sich in dem wie oben verarbeiteten Ver- 
such 0,64 g Hefetrockensubstanz mit 0,0223 g N gebildet. Auch 
hier konnte in dem stark nach Essigester riechenden Filtrat 
kein Ammoniak und Dimethylamin nachgewiesen werden. Die 
in derselben Weise vorgenommene Atherextraktion der zum 
Sirup eingedampften Lésung ergab 0,24 g ziemlich reines 
Tyrosol, das nach dem Umkrystallisieren aus Chloroform 
scharf bei 93° schmolz. 


Versuch 3. 


1g Hordenin wurde zusammen mit den iblichen an- 
organischen Nahrsalzen und der zur Neutralisation nétigen 
Phosphorséure in 11 Wasser gelost, sterilisiert und darauf vor- 
sichtig mit 10 cem Alkohol versetzt. Nunmehr wurde die Lésung 
mit einer Reinkultur von Oidium lactis, das aus Milch ge- 
ziichtet war, beimpft. Das Wachstum war zuerst maBig, wurde 
jedoch nach einer Woche kraftiger, so da8 sich bald eine voll- 
standige Pilzdecke gebildet hatte. Die Dauer des Versuches 
betrug vier Monate. In dieser Zeit waren 0,65 g Pilztrocken- 
substanz mit 0,0344 g Stickstoff entstanden. Die Gesamt- 
Aciditaét des Filtrats, in dem keine Spur Ammoniak und Di- 
methylamin nachgewiesen werden konnte, entsprach verbrauchten 
7 ccm ®/,-NaOH gegen Phenolphtalein. Die in der tblichen 
Weise aufgearbeitete Lésung ergab bei der Atherextraktion 
0,40 g Tyrosol, das zur Analyse 2mal aus Chloroform um- 
krystallisiert und im Vakuum getrocknet den richtigen Schmelz- 


punkt von 93° zeigte. 
0,1249 g Sbst. 0,3172 g CO, :0,0810 g H,0. 
C,H,,0, (mol 138). Ber.: C: 69,56; H: 7,25. 


Gef.: » 69,26; » 7,26. 
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Versuch 4, 


Eine wie friher bereitete Lésung von 0,5 g Hordenin 
und 20 g Invertzucker in 1 1 Wasser, deren Reaktion mit 
Phosphorséure gegen Lakmus schwach sauer gemacht war, 
wurde mit einer Reinkultur von Peniciilium glaucum be- 
impft. Bereits nach wenigen Tagen bildete sich eine zarte 
Pilzdecke, die stindig zunahm und bald die gesamte Nihr- 
lésung mit Mycel erfiillte. Bemerkenswert war, da8 sich wih- 
rend des ganzen Wachstums keine Sporen bildeten und die an 
der Oberfliche rein weiBe Pilzdecke an der Unterseite allmih- 
lich eine braunrote Farbung annahm. Der nach einem Monat 
abgebrochene Versuch wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet. 
Es war in dieser Zeit 1,2 g Pilztrockensubstanz mit 0,0378 g N 
entstanden. Die Gesamt-Aciditét des Filtrats entsprach ver- 
brauchten 23 ccm ®/,-NaOH. Mit Nesslers Reagens war kein 
Ammoniak und Dimethylamin nachweisbar. Der durch Ex- 
traktion in saurer Lésung erhaltene Atherauszug des zum Sirup 
eingedampften Filtrats lieferte nach dem Verdampfen des Athers 
auf Ton gestrichen 0,33 g eines gelblichen Krystallgemisches, 
das zunichst auf Tyrosol gepriift wurde. Eine damit in bicarbonat- 
alkalischer Lésung vorgenommene Ather-Extraktion lieferte nur 
sehr wenig Sirup (0,02 g) mit starker Millonscher Reaktion, 
so da es nicht ausgeschlossen ist, daB geringe Mengen T yrosol 
vielleicht in Esterform vorlagen, die durch irgendwelche Stoffe 
an der Krystallisation gehindert wurden. Ebensowenig war aus 
dem Atherextrakt der angesiuerten Fliissigkeit, auch nicht nach 
4 stiindigem Kochen mit 10°/,iger Natronlauge, Tyrosol zu iso- 
lieren. Die verseifte Lésung lieferte nach dem Ansiéiuern von 
neuem mit Ather extrahiert nur etwa 0,2 g einer krystallinischen 
sauer reagierenden Substanz vom Schmelzpunkt 150 bis 152°, 
die hauptsichlich aus Bernsteinsiure bestand und nebenbei eine 
die Millonsche Reaktion gebende Saure, vermutlich die bei 
148° schmelzende p-Oxyphenylessigsiure, zu enthalten schien. 
Eine Abtrennung dieser Verbindung gelang indes nicht. 


Versuch 5. 


Eine sterile Lésung von 1g Hordenin und den iblichen 
anorganischen Niahrsalzen in 1 1 Wasser wurde nach vor- 
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sichtigem Zusatz von 15 ccm Alkohol mit Penicillium glaucum 
beimpft. Nach 4monatlichem Stehen hatte sich 2,6 g Pilz- 
trockensubstanz mit 0,0724 g N gebildet. Die Gesamt-Aciditat 
des von Ammoniak- und Dimethylamin freien Filtrats entsprach 
13 ccm ®/,-NaOH. Auch hier konnten keine bestimmten Abbau- 
produkte gefaBt werden. Die Atherextraktion in saurer Lésung 
lieferte nur sehr wenig Sirup (0,01 g), der teilweise krystallisierte 
und schwache Millonsche Reaktion gab. Hordenin als solches 
war nicht mehr nachweisbar. 


Berichtigung. 


In Band 74, S. 276 muB es auf der vorletzten und drittletzten 


‘Textzeile von unten heiBen: 
geringer statt hdher. 
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Versuch 4. 


Eine wie friher bereitete Lésung von 0,5 g Hordenin 
und 20 g Invertzucker in 1 1 Wasser, deren Reaktion mit 
Phosphorsiéure gegen Lakmus schwach sauer gemacht war, 
wurde mit einer Reinkultur von Penicillium glaucum be- 
impft. Bereits nach wenigen Tagen bildete sich eine zarte 
Pilzdecke, die standig zunahm und bald die gesamte Nihr- 
lésung mit Mycel erfiillte. Bemerkenswert war, daB sich wah- 
rend des ganzen Wachstums keine Sporen bildeten und die an 
der Oberfliche rein weiBe Pilzdecke an der Unterseite allmah- 
lich eine braunrote Farbung annahm. Der nach einem Monat 
abgebrochene Versuch wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet. 
Es war in dieser Zeit 1,2 g Pilztrockensubstanz mit 0,0378 g N 
entstanden. Die Gesamt-Aciditaét des Filtrats entsprach ver- 
brauchten 23 ccm ®/,-NaOH. Mit Nesslers Reagens war kein 
Ammoniak und Dimethylamin nachweisbar. Der durch Ex- 
traktion in saurer Lésung erhaltene Atherauszug des zum Sirup 
eingedampften Filtrats lieferte nach dem Verdampfen des Athers 
auf Ton gestrichen 0,33 g eines gelblichen Krystallgemisches, 
das zunachst auf Tyrosol gepriift wurde. Eine damit in bicarbonat- 
alkalischer Lésung vorgenommene Ather-Extraktion lieferte nur 
sehr wenig Sirup (0,02 g) mit starker Millonscher Reaktion, 
so daB es nicht ausgeschlossen ist, daB geringe Mengen Tyrosol 
vielleicht in Esterform vorlagen, die durch irgendwelche Stoffe 
an der Krystallisation gehindert wurden. Ebensowenig war aus 
dem Atherextrakt der angesiuerten Fliissigkeit, auch nicht nach 
4 stiindigem Kochen mit 10°/,iger Natronlauge, Tyrosol zu iso- 
lieren. Die verseifte Lésung lieferte nach dem Anséuern von 
neuem mit Ather extrahiert nur etwa 0,2 g einer krystallinischen 
sauer reagierenden Substanz vom Schmelzpunkt 150 bis 152°, 
die hauptsachlich aus Bernsteinsiiure bestand und nebenbei eine 
die Millonsche Reaktion gebende Saure, vermutlich die bei 
148° schmelzende p-Oxyphenylessigsiure, zu enthalten schien. 
Eine Abtrennung dieser Verbindung gelang indes nicht. 


Versuch 5. 


Eine sterile Lésung von 1g Hordenin und den iiblichen 
anorganischen Nihrsalzen in 1 1 Wasser wurde nach vor- 
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sichtigem Zusatz von 15 ccm Alkohol mit Penicillium glaucum 
beimpft. Nach 4 monatlichem Stehen hatte sich 2,6 g Pilz- 
trockensubstanz mit 0,0724 g N gebildet. Die Gesamt-Aciditat 
des von Ammoniak- und Dimethylamin freien Filtrats entsprach 
13 ccm 8/,-NaOH. Auch hier konnten keine bestimmten Abbau- 
produkte gefaBt werden. Die Atherextraktion in saurer Lésung 
lieferte nur sehr wenig Sirup (0,01 g), der teilweise krystallisierte 
und schwache Millonsche Reaktion gab. Hordenin als solches 
war nicht mehr nachweisbar. 


Berichtigung. 


In Band 74, S. 276 muB es auf der vorletzten und drittletzten 
‘Textzeile von unten heiBen: 
geringer statt héher. 
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